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RESUMO 
 
 A epilepsia do lobo temporal (ELT) é a forma mais comum de epilepsia 
em humanos e altamente refratária ao tratamento farmacológico. Cada vez mais 
surgem evidências que correlacionam as lesões neuronais observadas na 
epilepsia com um excesso na produção de radicais livres (estresse oxidativo). 
Os ácidos graxos poliinsaturados (PUFAs) são importantes para o 
desenvolvimento e manutenção das funções do sistema nervoso central. Dados 
prévios do nosso laboratório demonstraram que a suplementação crônica com 
óleo de peixe em animais com epilepsia pelo modelo da pilocarpina, 
imediatamente após o Status epilepticus (SE), apresentaram efeitos 
neuroprotetores e neuroplásticos. A principal proposta deste trabalho foi avaliar 
se a suplementação com óleo de peixe poderia apresentar efeito protetor contra 
o estresse oxidativo bem como benefícios em aspectos comportamentais. Ratos 
machos foram submetidos ao modelo experimental de epilepsia por 
administração sistêmica de pilocarpina (350 mg/kg, ip) e após 3 horas de SE, 
foram divididos nos seguintes grupos tratados por 90 dias: animais com epilepsia 
que receberam solução veículo (EV), solução de 85mg/kg de óleo de peixe 
(EO85) ou solução de 510mg/kg de óleo de peixe (EO510); e animais controles 
que receberam solução veículo (CV), solução de 85mg/kg de óleo de peixe 
(CO85) ou solução de 510mg/kg de óleo de peixe (CO510). Com o término do 
tratamento foram realizados: análise da expressão gênica no hipocampo das 
xxiii 
 
subunidades p47PHOX e gp91PHOX da enzima NAD(P)H oxidase e das enzimas 
antioxidantes superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 
peroxidase (GPx); análise da expressão protéica no hipocampo de p47PHOX e 
gp91PHOX, SOD e CAT; avaliação no hipocampo da produção de ânion 
superóxido; análise da atividade enzimática no hipocampo e no soro da SOD, 
catalase, GPx e capacidade antioxidante total (TAS); dosagem no soro de 
malondialdeído (MDA); e, avaliação da memória visuo-espacial (labirinto 
aquático de Morris). Em relação à enzima pró-oxidante NAD(P)H oxidase, os 
animais com epilepsia apresentaram maior expressão protéica da sub-unidade 
p47PHOX que foi reduzida pelo tratamento com 510mg/kg de óleo de peixe; a sub-
unidade gp91PHOX revelou efeito da interação entre os fatores onde o tratamento 
(ambas as doses) associado à condição epilepsia, foi eficaz em reduzir sua 
expressão protéica; e, na análise de sua atividade enzimática, os animais com 
epilepsia apresentaram aumento da produção de ânion superóxido nas regiões 
hipocampais CA1 e CA3, sendo que o tratamento (ambas as doses) promoveu 
diminuição dessa EROs. Analisando o sistema de defesa antioxidante foi 
constatado aumento do TAS no hipocampo dos animais com epilepsia sendo 
que o tratamento com óleo de peixe (ambas as doses) aumentou ainda mais 
esse índice. A SOD mostrou aumento de mRNA nos animais com epilepsia 
sendo esse aumento potencializado nos animais tratados com 85mg/kg de óleo 
de peixe. Os animais com epilepsia ainda mostraram aumento da atividade 
desta enzima no hipocampo e, no soro, efeito da interação entre os fatores onde 
o tratamento (ambas as doses) associado à condição epilepsia, potencializou a 
xxiv 
 
atividade. A CAT revelou aumento de sua atividade enzimática no hipocampo 
dos animais com epilepsia e potencialização deste aumento nos animais 
tratados com 85mg/kg de óleo de peixe. Para a GPx foi encontrado no soro dos 
animais com epilepsia efeito da interação entre os fatores onde o tratamento 
(ambas as doses) associado à condição epilepsia, potencializou esta atividade. 
No teste comportamental a suplementação com óleo de peixe (ambas as doses) 
diminuiu a latência para encontrar a plataforma de chegada no último dia de 
treino mas essa melhora não foi sustentada pois não houve aquisição (probe 
teste) nem retenção (probe re-teste) de memória.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chaves: Epilepsia, Óleo de peixe, Estresse oxidativo, Labirinto aquático 
de Morris, Pilocarpina. 
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1. INTRODUÇÃO 
1. 1.1. EPILEPSIA 
 
 A epilepsia é uma das neuropatologias mais antigas, sendo por muito 
tempo mal compreendida e estigmatizada, considerada, por exemplo, 
resultado da possessão da mente humana por uma entidade divina. A 
palavra epilepsia deriva do verbo grego “epilambanein”, que significa ser 
atacado, dominado ou possuído. Foi somente em 1873 que Hughlings 
Jackson formulou a definição moderna da epilepsia apresentada como "uma 
desordem episódica do sistema nervoso, ocasionada pela excessiva 
descarga sincrônica e mantida por um grupo de células nervosas" (Fustes e 
Fustes, 1992). 
 Atualmente, a epilepsia pode ser definida como um distúrbio do cérebro 
caracterizado por uma predisposição duradoura em gerar crises epilépticas. 
Logo, trata-se de um distúrbio caracterizado pela ocorrência periódica, 
recorrente e espontânea, de atividade elétrica cerebral sincronizada. Esta é 
acompanhada de manifestações comportamentais e pode trazer, por 
conseqüência, distúrbios neurobiológicos, cognitivos, psicológicos e sociais. 
As crises são causadas por repentinas e geralmente breves, descargas 
elétricas excessivas de um grupo de neurônios; apresentam ainda causa 
idiopática, sendo que vários fatores podem influenciar sobre o risco de 
apresentá-las (Fisher et al, 2005).  
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 Os fatores de risco mais comuns para desenvolver epilepsia são lesões 
cerebrais decorrentes de traumatismos, tumores, infecções (meningite, por 
exemplo), excesso de bebidas alcoólicas e/ou de fármacos, complicações no 
parto, privação de sono, estresse alterações hormonais entre outros. 
(Piazzini et al, 2001).  
 Uma das mais conhecidas características de sua manifestação é a 
convulsão. Vale ressaltar entretanto, que nem toda convulsão é resultado da 
epilepsia uma vez que convulsões (como as crises epilépticas) podem ser 
observadas em diversas doenças que, direta ou indiretamente, envolvem o 
sistema nervoso. Dentre essas doenças podemos destacar, por exemplo, os 
desequilíbrios iônicos e eletrolíticos, desordens no metabolismo dos 
carboidratos, dos aminoácidos e lipídios, infecções, intoxicações, tumores ou 
traumas encefálicos e elevação da temperatura corporal (Fischer et al, 2005). 
Segundo a revisão epidemiológica elaborada por Sander em 2003 cerca de 
50 milhões de pessoas são acometidas pela epilepsia em todo o mundo, o 
que faz desta condição o distúrbio neurológico mais comum. Nos Estados 
Unidos, aproximadamente 100.000 novos casos de epilepsia são 
diagnosticados a cada ano (Begley et al, 1998), sendo que, no Reino Unido, 
de 1:140 a 1:200 pessoas estão atualmente sob tratamento (Yuen e Sander, 
2004).  
 No Brasil foi demonstrado que a prevalência das epilepsias é de 5,4/1000 
habitantes, repercutindo em questões sócio-econômicas e tornando-se 
assim, um problema sério de saúde pública. Devido ao alto índice de 
27 
 
deficiência na assistência pré-natal e maternal, alto índice de prematuridade, 
alta taxa de desnutrição, traumas durante o parto, convulsões febris da 
infância e infecções, particularmente as decorrentes de parasitismo 
(neurocisticercose e malária principalmente), a incidência de casos chega a 
ser até 5 vezes maior nos países com menores condições socioeconômicas 
(Noronha et al, 2007). 
 Para o diagnóstico da epilepsia faz-se necessário a ocorrência de pelo 
menos uma crise epiléptica, definida como a ocorrência transitória de sinais 
e/ou sintomas devido à alterações paroxísticas, focais ou generalizadas, nas 
funções neurológicas em decorrência de anormalidades na atividade elétrica 
do cérebro (descargas neuronais excessivas ou hipersincronizadas) (Blume 
et al, 2001). Esta definição é importante por excluir das epilepsias as crises 
convulsivas únicas e pontuais que podem ocorrer em decorrência de, por 
exemplo, intoxicações ou condições metabólicas alteradas como a 
hipoglicemia, hipoxemia e hipertermia (Fisher et al, 2005).   
 
1.2. EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL (ELT) 
 
 A epilepsia do lobo temporal (ELT) é a forma mais comum de síndrome 
epiléptica com alta prevalência na população. Ocorre em cerca de 40% de 
todos os casos de epilepsia (Andrade-Valença et al, 2006) e tem como 
principais características a ocorrência de crises parciais com manifestações 
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límbicas (Cendes, 2005) e alta refratariedade ao tratamento medicamentoso 
(Wieser, 2004).  
 Clinicamente a ELT é caracterizada por crises parciais complexas, 
apresentando ou não generalização secundária. As crises parciais (ou focais) 
são caracterizadas por, no início, envolverem apenas uma parte de um 
hemisfério cerebral, podendo com o decorrer da propagação das descargas 
sinápticas, evoluírem para crises tônico-clônicas generalizadas, denominadas 
portanto, de crises focais com generalização secundária (Blume et al, 2001).  
Atualmente a ELT é subdividida com critérios que se baseiam na origem e 
semiologia das crises (Engel JR, 2001) podendo ser: neocortical ou lateral, 
mesial ou familial. 
 A epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM) é o tipo mais freqüente de 
epilepsia do lobo temporal; abrange cerca de 60% de todos os casos de ELT 
e envolve principalmente estruturas do sistema límbico, como o córtex 
entorrinal, o neocórtex temporal lateral, tálamo medial, o lobo frontal inferior, 
a amígdala e a formação hipocampal (Spencer, 2002). Tipicamente a ELTM 
ocorre associada à esclerose hipocampal. 
 A ELTM apresenta um perfil clínico característico onde a ocorrência da 
primeira crise surge no final da infância ou no início da adolescência, além da 
ocorrência de crises focais simples ou complexas e crises com 
generalizações secundárias menos freqüentes (Cendes e Kobayashi, 2000).  
           As crises típicas da ELTM normalmente são precedidas por uma aura 
(freqüentemente sensações epigástricas e alterações dismnésticas), seguida 
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de uma crise focal simples, a qual evolui para uma crise focal complexa com 
comprometimento da consciência e das funções motoras, além de posturas 
“irregulares”, como a distonia e paresia contra-lateral ao hemisfério 
primariamente envolvido. Após o período ictal (crise), a fase seguinte se 
caracteriza pelo déficit de memória recente, amnésia ao evento, 
desorientação e afasia (caso as crises tenham início no hemisfério 
dominante) (Engel JR, 1996).  
 Para o diagnóstico da ELTM, faz-se necessário analisar a história clínica 
do paciente bem como seus tipos de crises, embora, muitas vezes, seja 
necessária a realização de exames complementares, como uma avaliação 
neuropsicológica (Rausch, 1987), eletrencefalograma (Cukiert et al, 2002), 
ressonância magnética e/ou tomografia computadorizada (Bronen, 1998) 
para que haja uma melhor compreensão da etiologia e localização da área 
epileptogênica. 
 
1.3. MODELO EXPERIMENTAL DA PILOCARPINA 
 
A habilidade de reproduzir patologias humanas em modelos experimentais 
animais representa um enorme avanço na medicina experimental moderna. 
Modelos animais constituem um importante pré-requisito para além de 
melhor compreendermos a fisiopatologia da doença, ajudar no 
desenvolvimento de novos farmácos e assim melhorar a qualidade de vida 
dos afetados.  
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 Os modelos que reproduzem os diversos componentes da epilepsia 
humana são usados para o estudo dos mecanismos geradores das crises 
epilépticas, bem como para avaliação de fármacos com potencial 
anticonvulsivante. De uma maneira geral, os modelos experimentais de epilepsia 
podem ser divididos em dois tipos: agudos e crônicos.  
 Nos modelos experimentais agudos há indução de uma crise única 
(reativa ou provocada); logo, são induzidas por estimulação elétrica ou química 
(Purpura et al, 1972). Os principais modelos experimentais nessa categoria 
incluem as crises induzidas por eletrochoque máximo (White et al, 1995; White, 
1997), e as crises induzidas por administração de pentilenotetrazol (PTZ) 
(Löscher e Schmidt, 1988). 
 Já os modelos experimentais crônicos de epilepsia mimetizam com muita 
semelhança a patologia humana, uma vez que humanos apresentam crises 
recorrentes e na maioria das vezes, espontâneas. Esses podem ser utilizados 
para estudos de caracterização fisiopatológica e farmacológica (Leite et al, 1990; 
Blumcke et al, 1999). Assim são usados animais submetidos a condição de 
epilepsia por meios elétricos, químicos ou genéticos (Lösher, 2002). 
 Os modelos animais experimentais de epilepsia mais utilizados são: 
abrasamento ou “Kindling” (Goddard, 1967), ácido caínico (Ben-ari et al, 1979) e 
pilocarpina (Turski et al, 1983). O modelo de pilocarpina tem sido o mais 
utilizado devido à facilidade técnica e, principalmente, pela semelhança 
fisiopatológica com a epilepsia do lobo temporal em seres humanos (Cavalheiro, 
1995).   
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 A pilocarpina é um alcalóide extraído da planta Pilocarpus jaborandi e 
Pilocarpus pennatifolius. Age como agonista em receptores colinérgicos 
muscarínicos no cérebro, do subtipo M1 (Scorza et al, 2009) sendo capaz de 
atravessar a barreira hemato-encefálica quando administrada por via sistêmica 
(Turski et al, 1983).   
 A administração sistêmica de pilocarpina, em ratos e/ou camundongos 
desencadeia uma seqüência de alterações comportamentais e 
eletrencefalográficas que se iniciam nas estruturas límbicas. Estas alterações 
evoluem progressivamente para crises generalizadas atingindo “o estado de mal 
epiléptico” (Status epilepticus - SE), que, por sua vez, produz alterações 
patológicas cerebrais difusas (Turski et al, 1983). 
 Na dose de 350 mg/kg, os animais apresentam crises motoras límbicas 
com intensa salivação, “rearing” (onde o animal permanece em pé apresentando 
clonias dos membros anteriores apoiado sobre as patas posteriores) e crises 
tônico-clônicas generalizadas. Tais crises recorrem a cada 2-8 minutos e 
evoluem para o estado de mal epiléptico (SE), o qual perdura em média 10 
horas. As primeiras 24 horas após a injeção da pilocarpina caracterizam o 
período agudo do modelo. Após esse período, observamos o período silencioso 
ou latente que pode durar de 4 a 44 dias (média de 14 ± 3 dias) onde os animais 
recuperam gradativamente suas condições pré-droga, sem crises e sem 
alterações comportamentais aparentes. Passado esse período, os animais 
passam a exibir crises epilépticas espontâneas e recorrentes que caracterizam o 
período crônico do modelo. No período crônico, os animais apresentam de 2 a 
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15 episódios de crises por mês (média de 2 a 3 crises por semana). As crises 
espontâneas são caracterizadas por automatismos faciais, clonias dos membros 
anteriores com elevação do corpo sobre os membros posteriores e perda de 
equilíbrio com convulsões generalizadas (Leite, 1990; Cavalheiro et al, 1995).  
 
 
FIGURA 1: Evolução temporal do modelo experimental de epilepsia induzida por pilocarpina. 
 
Após a administração de pilocarpina, ao redor de 60% do animais 
desenvolvem com sucesso o SE (Cavalheiro et al, 1991). A mortalidade em ratos 
machos nesse modelo gira em torno de 30-40% e pode variar de acordo com a 
dose de pilocarpina administrada (Turski et al, 1989). Como o prolongamento do 
SE reduz drasticamente a taxa de sobrevivência, recomenda-se a administração 
de agonistas gabaérgicos, como o diazepan, para reduzir ou bloquear as crises. 
O SE durante 2 a 4 horas já mostra-se suficiente para causar todas as 
mudanças necessárias para o condicionamento da epilepsia.  
A indução do SE pela pilocarpina conduz a perda neuronal severa e 
dispersa em várias áreas cerebrais. O dano inicial, ocorre algumas horas após o 
início do SE sendo mais intenso nas camadas superficiais de algumas áreas 
neocorticais, hilo do hipocampo, núcleo endopiriforme, córtex piriforme e 
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claustrum. Oito horas após o início SE, o dano se intensifica nessas regiões e, 
além disso, torna-se também significativo no córtex entorrinal, núcleos 
amigdalóides, núcleo ventromedial do hipotálamo, subículum e do núcleo da 
estria terminal. Dano nestas áreas distintas do cérebro são, portanto, tempo-
dependente (Cavalheiro 1995; Leite et al, 1990; Turski et al, 1983, 1984). 
Os danos não se restringem apenas às primeiras horas ou dias após o 
SE, e tende a envolver progressivamente outras áreas nos meses seguintes. 
(Leite et al, 1990; Turski et al, 1983, 1984). 
Analisando do ponto de vista histopatológico, o padrão de lesão 
observado assemelha-se a reação excitotóxica cerebral ao glutamato (Olney, 
Collins e Sloviter, 1986). A hipótese mais aceita até o momento é a de que o 
sistema colinérgico, via ação da pilocarpina em receptores M1, seja responsável 
pela ativação inicial de neurônios excitatórios glutamatérgicos dando início a 
atividade convulsiva. Deste modo, a liberação sináptica excessiva de glutamato 
e ativação dos receptores ionotrópicos do subtipo NMDA, seria responsável por 
manter a célula despolarizada o que levaria a uma liberação duradoura de cálcio 
dos estoques intracelulares, seguida de lesão da membrana celular. O papel do 
agonista colinérgico (pilocarpina) é fornecer o estímulo responsável pelos 
disparos neuronais observados nas crises convulsivas, antes dos animais 
evoluírem para o SE. Assim, o sistema colinérgico seria responsável pela 
manutenção inicial da crise convulsiva levando a maior liberação de glutamato 
que, por sua vez, provocaria lesão celular (Olney, De Gubareff e Labruyere, 
1983; Olney, Collins e Sloviter, 1986; Samson et al, 1985; Clifford et al, 1987).  
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Experimentos realizados em cultura de neurônios hipocampais 
demonstraram que a pilocarpina, atuando via receptores muscarínicos, promove 
um desequilíbrio entre os sistemas de neurotransmissão excitatório via 
glutamato e inibitório via GABA, com predomínio do efeito glutamatérgico 
resultando na geração do SE (Priel e Albuquerque, 2002).  
Os neurônios mais sensíveis são os que apresentam uma grande 
quantidade de receptores para aminoácidos glutamatérgicos, o que vemos, no 
caso, nas regiões CA1 e CA3 do hipocampo (Kalb, 1995). Nestas regiões da 
formação hipocampal observamos extensa degeneração das células piramidais 
nas camadas CA1 e CA3 do corno de Amon, caracterizando a esclerose 
hipocampal. Pode ainda ser observada grande perda neuronal na região 
polimórfica do giro denteado ou na região do hilo (Turski et al, 1983), 
acompanhada de gliose reativa (astrócitos e microglia), o que resulta em atrofia 
e cicatrização do tecido (Babb et al, 1984; Blumcke et al, 1999). Um importante 
achado histopatológico refere-se à uma relativa preservação das células 
granulares e neurônios piramidais da região CA2 e das células granulares do 
giro dentado do hipocampo (Mouritzen-Dam, 1980; Babb et al, 1984; Babb e 
Brown, 1987). Os principais fatores responsáveis pela vulnerabilidade diferente 
entre os neurônios hipocampais frente a uma condição epiléptica estão 
relacionados à variação na expressão de receptores e proteínas (Geddes et al, 
1986). Por outro lado, a presença de proteínas tamponadoras de cálcio (como a 
calbindina) podem promover uma maior resistência à lesão neuronal (Babb et al, 
1991). 
35 
 
Do ponto de vista neuroplástico, podem ser observados fenômenos como 
a reorganização sináptica ou sprouting proveniente do brotamento de axônios 
das fibras musgosas ou de processos de dispersão celular na região do giro 
dentado (Houser et al, 1990; Babb et al, 1991). A reorganização das fibras 
musgosas apresenta-se como fator determinante frente a perda celular causada 
pela liberação excessiva de glutamato nas fendas sinápticas. Estes fenômenos 
reforçam a hipótese de que as alterações observadas na formação hipocampal 
estejam diretamente relacionadas com o processo epileptogênico (Lanerolle, 
1989).  
 
1.4. ESTRESSE OXIDATIVO 
 
Os radicais livres podem ser definidos como espécies químicas, 
caracterizadas por apresentarem um ou mais elétrons desemparelhados em sua 
camada mais externa. Como os elétrons tendem ao pareamento, esta 
característica dos radicais livres lhes confere maior instabilidade e aumento da 
sua reatividade química. Logo, na busca por maior estabilidade, estes reagem 
com outras moléculas doando (ação redutora) ou recebendo elétrons (ação 
oxidante) – ação redox (redução/oxidação) (Halliwell, 1999).  
Durante o metabolismo celular normal existem vários mecanismos 
envolvidos na geração de espécies reativas. Entretanto, as células possuem 
sistemas antioxidantes de contenção desses agentes altamente reativos. Dentre 
esses sistemas antioxidantes podemos destacar, além das enzimas 
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antioxidantes (como a catalase (CAT), a superóxido dismutase (SOD) e a 
glutationa peroxidase (GPx)), inúmeros sistemas de defesas não-enzimáticas 
que incluem as vitaminas A, E e C, flavonóides, ubiquinona, bem como os 
“scavengers” de radicais livres e os quelantes de metais (Alexi et al, 1998; 
Gianni et al, 2004). 
O termo estresse oxidativo caracteriza um desequilíbrio no balanço entre 
as defesas antioxidantes e os agentes pró-oxidantes (radicais livres e espécies 
reativas não-radicalares) podendo levar à injúria tecidual  (Sies, 1991). 
Espécies reativas podem ser produzidas a partir de fontes endógenas 
e/ou exógenas. Potenciais fontes endógenas incluem as mitocôndrias (cadeia de 
transporte de elétrons mitocondrial, onde durante a transferência de elétrons 
pelos complexos da cadeia respiratória, formas parcialmente reduzida de O2 
podem ser geradas), a via metabólica do citocromo P450, os peroxissomos, e a 
ativação de células inflamatórias (como neutrófilos, eosinófilos e macrófagos) 
(Valko et al, 2004, 2006). 
 As espécies reativas de oxigênio (EROs) são os agentes tóxicos 
endógenos mais abundantes em organismos aeróbios (Beckman et al, 1997). 
Quando produzidas em baixas concentrações, as EROs podem agir como 
segundos mensageiros de algumas vias de transdução de sinais, como é o caso 
do H2O2 (Rhee, 1999; Patel et al, 2000). Além disso, várias citocinas, fatores de 
crescimento, hormônios e neurotransmissores utilizam as EROs como 
mensageiros secundários (Thannickal e Fanburg, 2000). As principais EROs 
vinculadas ao estresse oxidativo são: o radical ânion superóxido (O-2.), radical 
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hidroxil (.OH), peróxido de hidrogênio (H2O2), óxido nítrico (NO), peroxinitrito 
(ONOO-) entre outros (Halliwell, 2001). 
 
 
TABELA 1: Principais EROs relacionadas ao estresse oxidativo. Adaptado de Halliwell, 2001. 
 
 O estresse oxidativo pode resultar em dano ou ruptura da funcionalidade 
celular, podendo trazer por consequência morte celular via oxidação de 
biomoléculas como proteínas, lipídios e nucleotídios. A oxidação de proteínas 
leva a alterações na estrutura primária, secundária, terciária ou quaternária o 
que pode promover perda de função ou inativação enzimática (Stadtman, 2001). 
A peroxidação lipídica causa alterações na estrutura da membrana que podem 
alterar sua fluidez, permeabilidade e também a atividade de proteínas de 
membrana (Wong-ekkabut et al, 2007). Danos aos nucleotídeos (DNA ou RNA) 
podem desencadear mutações, aberrações cromossomais, quebra de pontes de 
38 
 
hidrogênio ou de fitas simples e alterações nos processos de transcrição e 
tradução (Fujikawa, 2005).    
 Danos oxidativos, ou seja, dano causado a células e tecidos por radicais 
livres, tem sido descrito em diversas doenças neurodegenerativas como 
epilepsia, doença de Parkinson, Alzheimer, entre outras. Essas condições 
patológicas são associadas tanto com o aumento dos níveis de agentes que 
iniciam o estresse oxidativo como com o desequilíbrio da regulação redox 
(combinação de fatores pró-oxidantes e antioxidantes) no SNC (Weber, 1999).  
 O cérebro é um dos tecidos mais susceptiveis ao dano oxidativo devido a 
sua alta demanda aeróbica, sendo assim um alvo preferencial uma vez que: 
utiliza altas quantidades de O2 quando comparado a outros tecidos, possui 
grandes quantidades de ácidos graxos poliinsaturados (que são susceptíveis a 
peroxidação lipídica) e metais oxidáveis como o ferro (que pode catalisar a 
formação da radical hidroxila), e, comparativamente a outros tecidos, apresenta 
menor defesa antioxidante (Halliwell, 1999; Mariani et al, 2005; Jellinger, 2003).  
 Em relação as epilepsias, pesquisas sugerem que aumento da 
quantidade de radicais livres e/ou diminuição das defesas antioxidantes possam 
ser encontrados nos processos convulsivos (Berg et al, 1995; Naffah-
Mazzacoratti et al, 2001). 
 Uma das hipóteses mais aceitas e estudadas atualmente aponta o evento 
da excitotocidade glutamatérgica como o mecanismo capaz de conduzir à um 
excesso na produção de radicais livres. Sendo assim, o aumento da 
excitabilidade neuronal conduz à excessiva liberação do neurotrasmissor 
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glutamato o que consequente gera hiperexcitação de seus receptores e assim 
conduz a um aumento de cálcio intracelular sustentado (Choi, 1990). Por ser 
um importante segundo mensageiro citoplasmático, o aumento exacerbado da 
concentração intracelular de cálcio conduz à perda da sua homeostase 
promovendo assim, a ativação inúmeros mecanismos que contribuem para o 
processo de morte neuronal, tais como crise energética e disfunção mitocondrial 
(Nicotera and Orrenius, 1998; Nicotera and Lipton, 1999) ativação de enzimas 
proteolíticas, estresse oxidativo e peroxidação lipídica, aumento da atividade de 
endonucleases, entre outros (Johansson e Belichenko, 2002). 
 Na mitocôndria, por exemplo, o aumento da entrada de cálcio estimula 
ainda mais o transporte de életrons da cadeia respiratória aumentando a 
produção de EROs. Embora as mitocôndrias sejam as principais fontes de EROs 
no processo de excitotoxicidade, existem muitos sistemas enzimáticos que 
também podem aumentar a presença destes compostos, como por exemplo, as 
enzimas cálcio-dependentes conversoras de xantina desidrogenase em xantina 
oxidase, que conduz à produção de O2· e H2O2 (Waldbaum e Patel, 2010).  
 Além disso, o cálcio ativa a enzima fosfolipase A2 (PLA2) que conduz à 
produção de ácido araquidônico. A conversão enzimática deste composto por 
enzimas que utilizam diretamente oxigênio molecular, como lipoxigenases e 
ciclooxigenases, leva à uma considerável formação de EROs (Saunders e 
Horrocks, 1987; Farooqui e Horrocks, 1994). O cálcio também ativa óxido nítrico 
sintase (NOS), aumentando a presença de óxido nítrico (·NO) que ao reagir com 
o ânion superóxido, forma o composto altamente tóxico peroxinitrito (ONOO-) e 
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promovendo a produção de radicais hidroxil (·OH) (Beckman et al, 1990).  
 O hipocampo é extremamente vulnerável ao evento da excitotoxicidade 
pois possui as maiores densidades de receptores excitatórios glutamatérgicos 
quando comparado a outras regiões do sistema nervoso central (Farooqui and 
Farooqui, 2009). 
 
FIGURA 2: Cadeia esquemática do processo de excitotoxicidade por excessiva liberação de 
glutamato podendo conduzir a morte neuronal. Adaptada de Choi, 1990. 
 
1.5. AGENTE OXIDANTE - NAD(P)H OXIDASE 
 
A produção catalisada pela enzima NAD(P)H oxidase é um exemplo de 
geração celular de EROs. Primeiramente descrita em células fagocitárias do 
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sistema imune (neutrófilos, macrófagos), atualmente vários trabalhos têm 
demonstrado a expressão e envolvimento desta enzima na geração de EROs 
em outros tipos celulares, tais como, células endoteliais, células musculares lisas 
(Halliwell, 1999) bem como em neurônios (Walder, 1997), astrocitos e microglia 
(Dringen, 2005; Pendyala et al, 2010).  
A NAD(P)H oxidase consiste em um complexo enzimático formado pelo 
agrupamento de diferentes componentes citoplasmáticos e de membrana 
associados. Esse complexo enzimático têm como substrato as coenzimas NADH 
(nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzida) ou NADPH (nicotinamida adenina 
dinucleotídeo fosfato). A isoforma mais estudada é a NAD(P)H oxidase 
leucocitária. Essa enzima é encontrada em células fagocitárias (neutrófilos e 
macrófagos) e em linfócitos B e caracteriza-se por provocar um aumento 
transitório do consumo de oxigênio, fenômeno este denominado de “burst” 
respiratório (Griendling et al, 1994). A NAD(P)H oxidase leucocitária atua como 
uma cadeia de transporte de elétrons, tendo como aceptor final desses elétrons 
o oxigênio molecular (O2). A enzima catalisa a produção de ânion superóxido 
(O2•-) através da redução da molécula de oxigênio (doação de 1 elétron e-) e 
utiliza como doador de elétrons, predominantemente, uma molécula de NADPH. 
Os radicais O2•- gerados são liberados no interior de fagócitos durante a 
fagocitose e devido à sua toxicidade promovem a destruição de bactérias e 
microrganismos invasores. Os radicais O2•- são convertidos em H2O2 (peróxido 
de hidrogênio) espontaneamente ou em reação de dismutação catalisada pela 
SOD. A interação entre H2O2 e O2•- conduz à formação do radical hidroxil OH•. 
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Juntamente com o O2•-, o OH• e a H2O2 também contribuem para a eliminação de 
bactérias e outros agentes invasores (Babior, 1999).  
A NAD(P)H oxidase é formada basicamente por 5 componentes: p40PHOX,  
p47PHOX, p67PHOX, p22PHOX e gp91PHOX (a terminação PHOX refere-se à 
“Phagocyte Oxidase”). Nas células fagocitárias em repouso (não ativadas), três 
destes componentes, p40PHOX, p47PHOX e p67PHOX encontram-se no citoplasma 
formando um complexo. Os outros dois componentes, p22PHOX e gp91PHOX, 
encontram-se localizados na membrana de vesículas secretórias ou em grânulos 
citoplasmáticos específicos, formando uma flavohemeproteína heterodimérica 
conhecida como citocromo b558. A separação desses dois grupos de 
componentes em compartimentos subcelulares distintos garante que a enzima 
encontre-se inativa nas células em repouso.  
A ativação do complexo NAD(P)H oxidase requer o envolvimento de pelo 
menos duas proteínas G. No estado inativo, essas proteínas encontram-se 
ligadas à guanosina difosfato (GDP); entretanto, quando a célula é estimulada 
ocorre à ativação do sistema e a substituição de GDP por guanosina trifosfato 
(GTP). Essas proteínas G são denominadas: Rac2, que no estado inativo 
encontra-se no citoplasma formando um complexo dimérico com Rho-GDI 
(inibidor da dissociação do GDP) e Rap1A, localizada na membrana associada 
ao citocromo b558. Durante a ativação, Rac2 liga-se ao GTP e migram para a 
membrana celular, juntamente com os demais componentes citoplasmáticos.  
Simultaneamente, o citocromo b558 e Rap1A são conduzidos à superfície 
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celular através da migração e fusão de vesículas secretórias e grânulos 
específicos com a membrana plasmática (Griendling et al, 1994). 
Quando uma célula fagocitária (neutrófilos, macrófagos) é ativada, o 
componente p47PHOX é fosforilado e todo o complexo citoplasmático migra para a 
membrana na qual se associa ao citocromo b558 promovendo desta forma a 
ativação da enzima. Alguns estudos sugerem que a migração do complexo 
citoplasmático para a membrana seja importante na indução de uma 
conformação correta da flavohemeproteína (citocromo b558), garantindo a 
perfeita ligação do substrato (NADPH) bem como o fluxo de elétrons através do 
complexo (Jones et al, 2000). A fosforilação é uma etapa essencial na ativação 
da NAD(P)H oxidase. Inicialmente, acreditava-se que o componente p47PHOX 
fosse o único sítio de fosforilação para ativação da enzima. Entretanto, 
recentemente foram identificados sítios de fosforilação em outros componentes, 
tais como, p67PHOX, p40PHOX, e nos componentes de membrana - citocromo b558 
(Babior et al, 2002). 
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FIGURA 3: Ilustração do complexo da enzima NAD(P)H oxidase. Adaptada de Griendling et 
al,1994. 
 
O complexo da NADPH oxidase tem emergido como uma potencial fonte 
de geração de EROs nos neurônios. Um dos primeiros a demonstrar a NADPH 
oxidase em células neuronais foi o grupo de Walder em 1997. Neste trabalho foi 
demonstrado em camundongos com NAD(P)H oxidase não-funcional (mutação 
na gp91PHOX) uma menor perda neuronal após isquemia. Em 2000, Tammariello 
e colaboradores mostraram que todas as subunidades clássicas da enzima 
NAD(P)H oxidase estavam expressas em cultura de neurônios simpáticos de 
ratos sendo essa expressão necessária para gerar EROs e estimular apoptose. 
Seguindo a mesma linha, Serrano e Klann em 2004, usando anticorpos 
policlonais para p40PHOX, p47PHOX e p67PHOX, p22PHOX e gp91PHOX demonstraram 
ampla expressão de cada uma dessas 5 proteínas mais proeminente ainda no 
hipocampo, córtex, amídala estriado e tálamo.   
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Mais recentemente, em 2010, Pestana e colaboradores usando o 
bloqueador farmacológico da NAD(P)H oxidase, a apocinina, em animais com 
epilepsia pelo modelo experimental da pilocarpina, observaram diminuição da 
geração de EROs e da neurodegeneração hipocampal. Esse dado aponta para a 
provável participação dessa enzima na neurodegeneração  hipocampal seguida 
pelo SE.  
 
1.6. AGENTES ANTIOXIDANTES – SOD, CAT, GPx 
 
A oxidação é parte fundamental da vida aeróbica e do nosso metabolismo 
e assim, os radicais livres são produzidos naturalmente ou por alguma disfunção 
biológica. No organismo em situações fisiológicas, encontram-se envolvidos na 
produção de energia, fagocitose, regulação do crescimento celular, sinalização 
celular e síntese de substâncias biológicas importantes. No entanto, seu excesso 
apresenta efeitos prejudiciais como por exemplo, peroxidação de lipídios de 
membrana, agressão às proteínas dos tecidos e das membranas e danos às 
enzimas, carboidratos e DNA/RNA (Husain, Cillard J e Cillard P, 1987).  
  Um antioxidante pode ser definido como qualquer substância que, quando 
presente em baixas concentrações em comparação com o substrato oxidável, 
consegue reduzir ou prevenir a sua oxidação.  
Um sistema de defesa antioxidante pode compreender agentes que 
removam cataliticamente os radicais livres e outras espécies reativas (é o caso 
das enzimas como a SOD, CAT e GPx) e/ou proteínas que minimizam a 
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disponibilidade de pró-oxidantes como íons ferro e cobre (como por exemplo as 
transferrinas e metalotioneínas. Essa categoria também inclui proteínas que 
oxidam íons ferrosos, como a ceruloplasmina), proteínas que protegem 
biomoléculas contra danos (como as proteínas de choque térmico), ou agentes 
de baixo peso molecular que apresentam atividade “scavenger” de EROs e 
ERNs (como glutationa, α-tocoferol, ácido ascórbico, bilirrubina, ácido úrico e 
compostos polifenólicos. Alguns desses antioxidantes são provenientes da dieta, 
como é o caso do ácido ascórbico e do α-tocoferol, existindo assim uma forte 
relação entre a nutrição e as defesas antioxidantes (Halliwell et al, 1999).  
Um bom antioxidante deve: (1) destruir especificamente radicais livres; (2) 
complexar metais redox; (3) interagir com ou regenerar outros antioxidantes; (4) 
ser facilmente absorvido; (5) estar numa concentração relevante nos tecidos e 
fluidos corporais, em condições fisiológicas; (6) e, atuar em ambos os ambientes 
aquoso e lipídico (Valko et al, 2006). 
 A SOD é uma metaloenzima amplamente encontrada em seres vivos e 
constitui uma das defesas antioxidantes mais eficientes sendo responsável por 
catalisar a dismutação do ânion superóxido em O2 para uma espécie menos 
reativa a curto prazo, o H2O2 através de 2 passos. O primeiro passo consiste na 
reação do ânion superóxido com o grupo prostético da SOD na sua forma 
oxidada. Essa ligação conduz a aquisição de um H+ e, consequentemente, 
liberação de oxigênio molecular. A forma reduzida da enzima liga, então, um 
segundo ânion superóxido e dois H+, para liberar H2O2 e retornar a sua forma 
oxidada (Johnson e Giulivi, 2005), como demonstrado a seguir: 
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FIGURA 4: Reação da enzima superóxido dismutase (SOD).   
   
 A SOD existe sob diferentes isoformas diferindo na natureza do metal 
(cofator) presente no seu centro ativo, na constituição de seus aminoácidos ou 
ainda no número de suas subunidades. Nos seres humanos há três formas de 
SOD: a citosólica com cobre e zinco (CuZn-SOD), a mitocondrial com manganês 
(Mn-SOD) e a extracelular (EC-SOD). A SOD destrói o ânion superóxido de uma 
forma muito eficiente, através de oxidações e reduções sucessivas do íon 
metálico de seu centro ativo (Valko et al, 2006).  
 A CAT é uma enzima que existe em praticamente todos os organismos 
vivos sendo que, em aeróbios, ela está presente no peroxissomo celular. Sua 
principal função nas células é prevenir o acúmulo de níveis tóxicos de H2O2. 
Cada molécula de CAT tem quatro cadeias polipeptídicas, composta por mais de 
500 aminoácidos cada. Encaixado dentro desta tétrade existem quarto grupos 
hema-porfirina muito semelhantes à moléculas como hemoglobina, citocromos, 
clorofilas e enzimas presentes em leguminosas. Este grupamento é o principal 
responsável pela atividade catalítica da enzima, convertendo H2O2 em duas 
moléculas de H2O e O2 (Michiels et al, 1994). A reação se dá quando H2O2 entra 
no centro ativo da enzima e interage com dois aminoácidos da cadeia 
polipeptídica: uma histidina e uma asparagina. Um dos átomos de H2 do H2O2 
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(sob a forma de H+) é transferido de um O2 para o segundo. Como 
consequência, a ligação entre os dois átomos de O2 sofre uma distenção e 
quebra-se heteroliticamente e os elétrons responsáveis pela ligação química O-
O deslocam-se para a molécula de H2O formada. O átomo de O2 restante liga-
se, então, ao átomo de ferro (+3), formando a espécie Fe(IV)=O e liberando uma 
molécula de H2O. A espécie Fe(IV)=O (+4 ligado ao oxigênio) tem alto poder 
oxidante, reagindo facilmente com uma segunda molécula de H2O2. Nesse 
passo reacional é removido um átomo de O2 do H2O2, formando-se, assim, o O2 
que é liberado do íon ferro concomitantemente com a formação de uma segunda 
molécula de H2O. Os íons ferro retornam ao seu estado de oxidação +3, estando 
prontos para mais uma catálise (Chelikani et al, 2004). 
 
 
 
FIGURA 5: Reação da enzima catalase (CAT).  
 
 .A CAT pode também intervir em muitas reações oxidativas que ocorrem 
nas células. Na ausência da CAT a reação de decomposição de H2O2 ocorre 
espontaneamente mas muito mais devagar. O H2O2 pode formar-se por redução 
do O2 sendo depois degradado em H2O e O2 através da ação catalítica da CAT. 
A estrutura tridimensional da CAT bovina foi determinada por Murthy e 
colaboradores em 1981 e em 1982 sua sequência completa de aminoácidos foi 
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descrita. A CAT de mamíferos contém ainda 4 moléculas de NADPH firmemente 
ligadas. Este dinucleótido não é essencial para a atividade da enzima, mas 
diminui sua susceptibilidade à inativação quando exposta à altas concentrações 
do seu substrato tóxico, o H2O2 (Kirkman et al, 1984). 
 A enzima GPx foi descoberta por Mills em 1959, em tecidos de mamíferos, 
não existindo em plantas ou bactérias, embora possa ser encontrada em 
algumas espécies de algas e fungos. O substrato para a GPx é o tripeptídeo 
glutationa, presente na maioria dos animais, plantas, e até em algumas 
bactérias. A enzima cataliza a oxidação da glutationa reduzida (GSH) à 
glutadiona oxidada (GSSG) usando o H2O2. A manutenção de níveis de GSH é 
feita pela enzima glutadiona redutase (GSSG-R) que a transforma novamente 
em sua forma reduzida (GSH).  
 A GPx constitui um dos mecanismos antioxidantes mais importantes. 
Atualmente existem descritas 8 isoformas da GPx. Das isoformas conhecidas, 5 
são selenoproteínas, enquanto que 3 apresentam uma cisteína no sítio catalítico. 
A GPx humana é selênio (Se)-dependente e atua através da adição de dois 
elétrons para reduzir H2O2 e formar grupos Se-OH. As propriedades 
antioxidantes deste tipo de enzimas as possibilitam eliminar H2O2 orgânicos 
evitando que entrem na reação de Fenton. Deste modo, a GPx compete com a 
CAT pelo H2O2 (Valko et al, 2006). 
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FIGURA 6: Reação da enzima glutationa peroxidase (GPx).             
 
 Alterações no sistema de defesa antioxidante já foram reportadas em 
modelos experimentais de epilepsia. Entretanto, os achados na literatura ainda 
são controversos. 
Diminuição da atividade da SOD no hipocampo de animais analisados 24 
horas após a indução do SE (modelo de pilocarpina) e aumento da peroxidação 
lipídica foram descritos em 2001 por Belíssimo, sugerindo que a SOD 
desempenha importante papel desde o período agudo do modelo.  
Em 2005, Freitas e colaboradores observaram o aumento da geração de 
EROs no hipocampo durante o SE induzido por pilocarpina através do aumento 
dos metabólitos nitrito, nitrato e, além disso, diminuição da atividade das 
enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx, 24 horas após o SE. Adicionalmente 
em 2007, Tejada e colaboradores observaram com 2 horas de SE que altas 
doses de pilocarpina no córtex produzem níveis aumentados de peroxidação 
lipídica e das atividades das enzimas CAT, GSH, e SOD, além de diminuição da 
vitamina E.  
No modelo de epilepsia induzido por estimulação elétrica (“kindling”) da 
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região da amídala, Frantseva e colaboradores em 2000 também demonstraram 
aumento da produção de EROs no hipocampo avaliado pelo aumento dos níveis 
de peroxidação lipídica sendo que o tratamento com antioxidantes foi capaz de 
diminuir a morte neuronal induzida pelas crises. 
Trabalhos realizados com o uso de agentes antioxidantes descrevem 
também a importante participação das enzimas antioxidantes na epilepsia. 
Redução da peroxidação lipídica, aumento da atividade das enzimas SOD, CAT 
e GPx foram detectados após animais submetidos à epilepsia pelo modelo da 
pilocarpina serem tratados com ácido lipóico (cofator essencial para enzimas 
mitocondriais e antioxidante natural) (Militão et al, 2010) e com α-tocoferol 
(Tomé et al, 2010).  
  
1.7. ÔMEGA-3 
 
Uma vez que os pacientes com ELT apresentam alta refratariedade ao 
tratamento farmacológico, é de extrema importância a busca de tratamentos 
alternativos para garantir melhores condições de vida para esses pacientes. 
Dentre algumas propostas como a dieta cetogênica (Stafstrom, 1999), surge a 
utilização dos ácidos graxos poliinsaturados (PUFAs – “Polyunsatured Fatty 
Acids”) para controle das crises epilépticas. É sabido que, por afetar a função 
tanto de canais iônicos como de receptores, os ácidos graxos podem modular os 
mecanismos de sinalização neuronal e, como reportado em trabalhos do nosso 
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grupo, atuam como um possível agente neuroprotetor (Ferrari et al, 2008) e 
neuroplástico (Cysneiros et al, 2010). 
Ômega-3 (ω-3) e ômega-6 (ω-6) constituem as principais famílias de 
PUFAs, cuja designação está relacionada, respectivamente, pela insaturação do 
terceiro e sexto carbono da metila terminal (Logan, 2003). Precursor do ácido 
araquidônico (AA), o mais importante da família do ω-6 é o ácido linoléico (LA) 
presente de forma abundante nos óleos de vegetais como girassol, algodão, 
milho e soja. Em relação à família do ω-3, os principais ácidos graxos são o 
eicosapentanóico (DHA) e o docosahexanóico (EPA) ambos derivados do ácido 
α-linolênico (ALA); são encontrados em sementes oleaginosas como canola, 
soja e linhaça (Diziezak, 1989), em vegetais (algas, microalgas, e fitoplanctons) 
e em animais de origem marinha como peixes e crustáceos (Calder, 1998).  
Os mamíferos, de um modo geral, não produzem as enzimas necessárias 
para sintetizar ω-3 e ω-6, mas são capazes de metabolizá-los uma vez 
ingeridos. Quando isso ocorre, ALA (ω-3) e LA (ω-6) são metabolizados pelo 
organismo no retículo endoplasmático, especialmente no fígado. Este processo 
de metabolização onde ALA será convertido em EPA e DHA e LA em AA, é 
mediado pelas enzimas chamadas elongases e dessaturases, resultando em 
uma competição metabólica entre os dois componentes (Salem, 1999). 
Ambos ALA e LA concorrem pela afinidade da enzima delta 6-
dessaturase que apresenta maior especificidade pelos ácidos graxos ω-3. 
Sendo assim é necessária uma menor ingestão destes em relação aos ácidos 
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graxos ω-6 para que possa ser produzida a mesma quantidade de produto de 
ambos (Madsem et al,1999).  
 
FIGURA 7: Relação metabólica dos ácidos graxos da família ômega-3/ômega-6. Adaptado de 
Salem, 1999. 
 
 Os primeiros achados benéficos da ingestão de PUFAs são de 
aproximadamente três décadas atrás, quando observou-se a baixa ocorrência de 
doenças cardiovasculares em populações de esquimós da Groenlândia que 
subsistiam com grande quantidade de peixes e frutos do mar. Posteriormente, 
resultados similares foram observados em outras populações que consumiam 
altas quantidades de peixe, como os nativos do Alasca e japoneses residentes 
em vilas de pesca (He, 2009).  
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Desde então, o efeito potencialmente benéfico do consumo de peixe para 
a saúde humana, particularmente em reduzir o risco de doenças 
cardiovasculares, passou a ser alvo de extensivas pesquisas. Evidências 
consistentes de estudos experimentais, epidemiológicos e clínicos indicam que o 
consumo de peixes ou a ingestão de n-3 PUFAs podem promover efeitos 
cardioprotetores (He, 2009), anti-arrítimicos (relacionados à estabilização elétrica 
das células cardíacas (efeitos nos canais iônicos) e à interações com os 
fosfolipídios de membrana (alterando sua fluidez)) e anti-trombóticos 
(relacionados à diminuição da função dos trombócitos, à diminuição da síntese 
de fatores que promovem a agregação, coagulação e vasoconstrição e ao 
aumento da atividade fibrinolítica) (Smith e Sahyou, 2005).  
É sabido que os ácidos graxos determinam as propriedades físicas das 
membranas neuronais, influenciam a neurotransmissão e atuam modulando os 
mecanismos de transdução do sinal elétrico, afetando a função tanto de canais 
iônicos como de receptores. Os ácidos graxos do ω-3, EPA e DHA, provenientes 
principalmente do óleo de peixe, são incorporados nos fosfolipídeos da 
membrana neuronal (Yuen et al, 2005). O DHA está presente nas membranas 
neuronais sinápticas, podendo promover alterações na sua fluidez ou 
influenciando na conformação de proteínas que atuam como receptores ou 
transportadores (Salem et al, 2001). O EPA não está presente em quantidades 
significativas no cérebro, mas apresenta um importante papel cardiovascular e 
imunológico (Ryan et al, 2010).      
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A ação dos PUFAs pode ser explicada pela ação na síntese e 
metabolismo dos eicosanóides, importantes mediadores de sinais celulares 
(Lands, 1986), culminando com a síntese de prostaglandinas, tromboxanos, 
leucotrienos e prostaciclinas. Tem sido demonstrado que o EPA e o DHA inibem, 
por competição, o metabolismo do AA mediado pela ciclooxigenase (COX), a 
qual reduz a formação de prostaglandina E2 (PGE2) e aumenta a formação da 
prostaglandina E3 (PGE3 – que possui efeito anti-inflamatório bem menor) 
(Dommels et al, 2003).  
É bem estabelecido na literatura que as crises epilépticas iniciam uma 
resposta inflamatória que resulta no aumento da produção de prostaglandinas, 
citocinas e EROs (Naffah-Mazzacoratti et al, 2001; Belissimo et al, 2001; 
Cavalheiro et al, 1994). 
Investigações experimentais e clínicas sugerem que a suplementação a 
longo prazo com PUFAs previne e reduz a duração e freqüência de crises 
epilépticas. Em estudos in vivo, Yehuda e colaboradores em 1994 relataram que 
a administração prolongada do ácido α-linolênico e ácido linoléico numa 
proporção de 1:4 reduziu a freqüência das crises epilépticas desencadeadas 
pelo pentilenotetrazol (PTZ) em doses únicas e repetidas. Similarmente, Voskuyl 
em 1998 demonstraram que EPA e DHA, aplicados intracerebralmente, foram 
eqüipotentes em aumentar o limiar para crises induzidas pela estimulação 
cortical. Em 2002, Schlanger e colaboradores observaram que a suplementação 
diária de 5g de PUFAs por 6 meses reduziu a freqüência e duração de crises em 
pacientes com epilepsia. Também foi demonstrado que a suplementação 
56 
 
dietética com ω-3 reduziu o estresse oxidativo e normalizou os níveis de BDNF 
(fator de crescimento), o qual tem sido associado a alterações na proliferação e 
na sobrevivência neuronal (Gomez-Pinilla et al, 2004). 
Estudos eletrofisiológicos demonstraram que EPA e DHA aplicados 
extracelularmente em fatias hipocampais foram capazes de aumentar o limiar de 
estimulação dos neurônios na região CA1 (Xiao et al, 1999), de reduzir a 
excitabilidade e bloquear a depressão alastrante e a potenciação a longo prazo 
(LTD e LTP, respectivamente) (Mirnikjoo, 2001). Além disso, Young e 
colaboradores em 2000 demonstraram que a aplicação direta de DHA em fatias 
de hipocampo foi capaz de bloquear a atividade epileptiforme induzida pela 
bicuculina ou pelo protocolo do zero magnésio. 
Resultados preliminares obtidos em nosso laboratório demonstraram que 
o tratamento crônico com óleo de peixe em animais submetidos ao modelo da 
pilocarpina (início do tratamento logo após o bloqueio do SE) foi capaz de 
aumentar a imunomarcação para parvalbumina e calretinina nos interneurônios e 
axônios gabaérgicos da formação hipocampal. Tais resultados sugerem que o 
óleo de peixe promoveu a facilitação da transmissão GABAérgica e que este 
efeito pode ser conseqüência da formação de novos interneurônios hipocampais 
(Ferrari, et al 2008).  
A literatura aponta para alguns dos possíves mecanismos de ação do ω-3 
nas epilepsias. Estes incluem mudanças nas propriedades biofísicas da 
membrana celular causada por interação com canais voltagem-dependentes de 
sódio (Xiao et al, 1999; Young et al, 2000), potássio (Poling et al, 1996) e/ou 
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cálcio (Vreugdenhil et al, 1996), proteção contra o estresse oxidativo (Bazan, 
2009), neurogênese de neurônios gabaérgicos e aumento da expressão de 
BNDF (Ferrari et al, 2008; Cysneiros et al, 2010) e diminuição do processo 
inflamatório pela modulação de citocinas (Calder, 2006). 
Um dos maiores problemas enfrentados no estudo com ω-3 reside sobre 
o fato de não ter sido ainda estabelecido uma dosagem efetiva de utilização.  
Foi sugerido por Taha e colaboradores em 2010 que a administração a 
longo prazo de altas doses de ω-3 poderia favorecer efeitos anticonvulsivantes, 
uma vez que a suplementação a curto prazo com baixas doses mostrou 
resultados dúbios. Por esta razão, podemos considerar que o modelo crônico de 
epilepsia associado a uma administração a longo prazo seja a forma mais 
adequada para verificar o efeito do ω-3 nessa patologia, pois possibilita avaliar 
as mudanças causadas por mecanismos diretos (bloqueio de canais iônicos) ou 
reorganizações celulares de longo prazo causadas pela neuroplasticidade.    
 
1.8. ALTERAÇÕES COGNITIVAS NA EPILEPSIA 
1.8.1. TAREFA VISUO-ESPACIAL   
 
Tem sido amplamente descrito na literatura uma possível relação entre as 
alterações cognitivo/comportamentais decorrentes da epilepsia.  
Apesar de nem todas as formas de epilepsia serem acompanhadas 
concomitantemente de déficits cognitivos estes, quando presentes, representam 
um sério problema neuropsicológico. Pacientes com ELT são mais propícios a 
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tais déficits por apresentarem comprometimento de estruturas do lobo temporal, 
principalmente relacionadas a formação hipocampal (Murphy, 2013).  
A natureza dos déficits cognitivos mais comuns em ELT é uma questão 
de debate. Prejuízo de uma variedade de tipos de memória tem sido 
extensivamente descritos na literatura. Além disso, outras comorbidades 
associadas como depressão, estresse e ansiedade bem como o tratamento 
farmacológico adotado e a quantidade de convulsões apresentadas são 
conhecidas por agravarem os déficits cognitivos na ELT (Gaitatzis et al, 2004; 
Silva et al, 2007). 
As estruturas do lobo temporal, especialmente o hipocampo, 
desempenham importante papel na formação da memória (Murphy, 2013) sendo 
este é o distúrbio cognitivo mais frequentemente relatado, onde pode ser 
constado deficiências em relação a memória declarativa (tipo de memória de 
longo prazo onde faz-se necessário a participação do consciente para 
recordarmos fatos e eventos) e no desempenho de tarefas visuo-espaciais 
(Detour J et al, 2005).  
 Testes comportamentais que fazem o uso de labirintos partem do 
presuposto que animais aprendam que determinado local lhes oferece comida, 
segurança ou outra situação ou objeto de desejo (Santos, 1999). Nessa
 aprendizagem os animais podem utilizar de três estratégias 
basicamente: (1) podem guiar-se usando o eixo egocêntrico (usando estímulos 
proprioceptivos, aprendem e repetem uma determinada sequência de 
movimentos corporais); (2) podem usar pistas proximais (aprendem a aproximar-
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se ou afastar-se de pistas visuais, auditivas ou olfativas); ou (3) podem aprender 
as relações espaciais entre as pistas distais e formar um mapa especial (O’ 
Keefe e Nadel, 1978; Costa M, 1997). Essas diferentes estratégias podem ser 
utilizadas simultaneamente para a realização da tarefa.  
Em 1978, O’ Keefe e Nadel sugeriram que a formação hipocampal seria a 
região responsável pela formação de um mapa cognitivo ou espacial. Esse mapa 
é uma representação do meio ambiente no sistema nervoso e é construído a 
partir da experiência prévia e da determinação de distância, direção e posição 
espacial relativa das pistas distais (Costa M, 1997). 
 
1.8.2. LABIRINTO AQUÁTICO DE MORRIS - WATER MAZE 
 
No labirinto aquático de Morris, descrito inicialmente em 1982, a tarefa 
consiste em encontrar uma plataforma de chegada não visível em determinada 
localização da piscina para escapar da água. Nesse caso o desempenho do 
animal também depende da formação de um mapa espacial, pois, no seu uso 
tradicional, exige a exclusão das pistas proximais e ênfase nas pistas distais 
(Morris, 1981). Por ser um teste onde não se faz necessária privação ou 
recompensa com alimentos para a motivação dos animais durante o 
procedimento de aprendizado espacial (Morris et al, 1982), o labirinto aquático 
de Morris oferece vantagens além de se apresentar como uma tarefa ideal para 
avaliar a integridade do sistema de mapeamento espacial. Além disso, também 
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permite avaliar tanto a memória de referência espacial quanto a memória 
operacional espacial (Santos, 1999).  
A memória de referência se refere àquelas informações que são utilizadas 
em diferentes situações e que, portanto, independem do contexto específico sob 
o qual foram adquiridas, enquanto que a memória operacional se refere às 
informações que são mantidas apenas no intervalo de tempo em que forem 
relevantes (Santos, 1999). 
Para avaliar a memória de referência no labirinto aquático de Morris, a 
plataforma de chegada deve ser mantida sempre na mesma localização ao 
longo dos dias de treino. Após o último dia de treino, é válida a realização do 
teste de avaliação da precisão da memória espacial (probe teste), que consiste 
em colocar o animal no labirinto por alguns minutos sem a plataforma de 
chegada. O probe apresenta informações sobre a direcionalidade e a precisão 
da resposta de busca da plataforma de chegada, assim como informações sobre 
a persistência dos animais na resposta previamente aprendida (Santos, 1999), o 
que em geral está acentuado em animais portadores de lesões hipocampais (O’ 
Keefe e Nadel, 1978).  
A memória operacional também pode ser avaliada por meio deste teste. 
Neste caso a localização da plataforma deve ser alterada a cada novo dia de 
treino. Dessa maneira, na primeira tentativa de cada dia os animais 
desconhecem a localização da plataforma de chegada, mas podem usar as 
informações coletadas para achá-la nas três tentativas seguintes do mesmo dia 
de treino. As informações sobre a localização da plataforma de chegada em um 
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dia de treino são irrelevantes para os demais dias, podendo ser descartadas, 
caracterizando o uso da memória operacional (Santos, 1999). 
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2. JUSTIFICATIVA 
 
A epilepsia é o distúrbio neurológico crônico grave mais comum na 
população mundial e evidências apontam para o fato de que as lesões neuronais 
vistas nas crises epilépticas possam ser resultado de uma excessiva produção de 
radicais livres (estresse oxidativo).  
Sendo a participação do estresse oxidativo na epilepsia ainda pouco 
esclarecida e controvérsia na literatura e, o tratamento com óleo de peixe 
potencialmente cada vez mais promissor, a busca de tratamentos alternativos 
para garantir melhores condições de vida tornou-se, na atualidade, 
extremamente importante uma vez que os pacientes com ELT (a forma mais 
comum de síndrome epiléptica que ocorre em cerca de 40% de todos os casos 
de epilepsia) apresentam alta refratariedade ao tratamento farmacológico. 
Frente as alterações congnitivas e comportamentais frequentemente 
associadas a essa patologia, também faz-se importante avaliar se o tratamento 
com óleo de peixe traria benefícios nesses aspectos, ou seja, avaliar se esse 
tratamento traria benefícios funcionais avaliados.  
 
 
 
 
 
 
63 
 
3. OBJETIVOS 
3.1. OBJETIVOS GERAIS 
 
 Avaliar a participação dos agentes oxidante e antioxidantes bem como o 
efeito da suplementação com óleo de peixe sobre os mesmos na formação 
hipocampal de ratos submetidos ao modelo de epilepsia induzido por pilocarpina 
e também avaliar o desempenho destes animais na tarefa visuo-espacial 
hipocampo-dependente pelo labirinto aquático de Morris. 
 
3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Avaliar o efeito do tratamento com 2 diferentes doses de óleo de peixe em 
ratos submetidos ao modelo de epilepsia induzido por pilocarpina sobre: 
• A expressão gênica das sub-unidades da enzima NA(P)DH 
oxidase, SOD, CAT e GPx no hipocampo 
• A expressão protéica das sub-unidades da enzima NA(P)DH 
oxidase, SOD e CAT no hipocampo 
• A atividade enzimática da enzima SOD, CAT, GPx e a 
capacidade antioxidante total (TAS) no hipocampo e no soro  
• Verificar a produção de ânion superóxido no hipocampo por 
microscopia confocal 
• Analisar alterações relacionadas a aprendizagem e memória 
pelo teste do labirinto aquático de Morris 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  
 
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes 
estabelecidas pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de São Paulo 
(CEUA – 188439) e todos os esforços foram realizados para minimizar o 
sofrimento e para limitar ao máximo o número de animais utilizados. 
Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar EPM-1, que pesavam 
entre 200-250g no início dos experimentos. Os animais foram procedentes do 
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia 
(CEDEME) localizado na Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) - 
Escola Paulista de Medicina (EPM), e posteriormente permaneceram alojados 
no biotério da Disciplina de Neurologia Experimental, obedecendo a quantidade 
máxima de cinco animais por gaiola, onde tiveram livre acesso à água e comida. 
As condições do biotério obedecem a um ciclo claro-escuro de 12 horas, sendo 
a temperatura ambiente mantida entre 21-22ºC. 
 
4.1. ANIMAIS 
4.1.1. INDUÇÃO DO MODELO DE EPILEPSIA POR PILOCARPINA  
 
O modelo de pilocarpina foi utilizado para obtenção dos animais com 
epilepsia (Turski et al, 1983). Para minimizarmos os efeitos periféricos 
provocados pela pilocarpina, os animais foram previamente tratados com 
metilescopolamina (1mg/kg, subcutânea) e após 30 minutos receberam 
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pilocarpina (350mg/kg, intraperitonial). Após 3 horas do início do SE, este foi 
interrompido mediante administração de diazepan (10mg/kg, intraperitonial).  
Os animais do grupo controle receberam o mesmo tratamento com 
metilescopolamina (1mg/kg, subcutânea) e após 30 minutos receberam uma 
injeção intraperitonial de 1,5ml de solução salina 0,9%. 
 
4.1.2. TRATAMENTO COM ÓLEO DE PEIXE 
 
Os animais que evoluiram para o SE foram aleatoriamente divididos nos 
grupos EV, EO85 e EO510. Logo após o bloqueio do SE por diazepam, os animais 
do grupo EV receberam solução veículo (Cremophor 0,009%) e os animais do 
grupo EO85 e EO510 receberam óleo de peixe (85mg/kg e 510mg/kg, 
respectivamente). O tratamento foi realizado por um período de 90 dias.  
O óleo de peixe utilizado é do fabricante Aché Laboratório Farmacêutico 
SA sendo que cada cápsula de 1 grama possui 180mg de ácido 
eicosapentaenóico (EPA) e 120mg de ácido docosahexaenóico (DHA). A 
solução administrada via gavagem aos animais foi composta de cremophor 
0,009% e 21,25mg/ml de óleo de peixe (85mg/kg) ou cremophor 0,009% e 
127,5mg/ml de óleo de peixe (510mg/kg).  
Os animais do grupo veículo receberam solução com cremophor 0,009% 
e água. 
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A dose utilizada de 85mg/kg de óleo de peixe foi baseada no estudo de 
Ferrari e colaboradores (2008), realizado em nosso laboratório no início do ano 
de 2004, onde foi verificado um efeito positivo sobre a morte neuronal.  
A dose utilizada de 510mg/kg de óleo de peixe foi baseada na correção e 
atualização da quantidade de EPA e DHA recomendada ao ser humano em 
relação a superfície corporal/peso do rato de acordo com o trabalho de Dorato e 
Buckley em 2007.  
Nas concentrações finais estabelecidas para cada dose, o óleo de peixe 
foi administrado 1ml por cada 250g do peso do animal. 
Sendo assim os animais foram, portanto, divididos nos seguintes grupos 
experimentais: 
● Grupo Controle Veículo (CV) = animais controles que receberam solução 
veículo (Cremophor 0,009%) por 90 dias.  
● Grupo Controle Óleo de peixe 85mg/kg (CO85) = animais controles que 
receberam 85mg/kg/dia de óleo de peixe por 90 dias. 
● Grupo Controle Óleo de peixe 510mg/kg (CO510) = animais controles que 
receberam 510mg/kg/dia de óleo de peixe por 90 dias. 
● Grupo Epilepsia Veículo (EV) = animais submetidos ao modelo de epilepsia 
induzido pela pilocarpina e que receberam solução veículo (Cremophor 
0,009%) por 90 dias, com início do tratamento 3 horas após indução do SE. 
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● Grupo Epilepsia Óleo de peixe 85mg/kg (EO85) = animais submetidos ao 
modelo de epilepsia induzido pela pilocarpina e que receberam 85mg/kg/dia de 
óleo de peixe por 90 dias com início do tratamento 3 horas após indução do SE. 
● Grupo Epilepsia Óleo de peixe 510mg/kg (EO510) = animais submetidos ao 
modelo de epilepsia induzido pela pilocarpina e que receberam 510mg/kg/dia de 
óleo de peixe por 90 dias com início do tratamento 3 horas após indução do SE. 
 
FIGURA 8: Desenho do cronograma experimental. 
 
4.2. ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA  
4.2.1. EXTRAÇÃO DO RNA 
 
Para a realização do protocolo de extração de RNA, 4 animais por grupo 
experimental foram decapitados sem uso de anestésicos e exsanguinados. Os 
hipocampos foram dissecados e isolados e armazenados no freezer -80˚C até a 
utilização.  
A extração do RNA foi realizada utilizando o reagente TRIZOL (Invitrogen 
Corporation, CA, USA). O TRIZOL é um reagente utilizado para o isolamento de 
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RNA de células e tecidos e que consiste em uma solução monofásica de fenol e 
isocianato de guanidina.  
Após homogeneização com TRIZOL, as amostras de hipocampo ficaram 
em repouso a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado 
200µL de clorofórmio e os tubos foram agitados no vórtex por 15 segundos 
cada. Após repouso de 3 minutos a temperatura ambiente, as amostras foram 
centrifugadas a 12000g por 15 minutos a 4°C. Com auxílio de um pipetador 
automático de 100µl foi retirada toda a porção superior (aquosa que contém o 
RNA) e transferida para outro tubo. Foi utilizado 500µL de isopropanol para 
precipitar o RNA (incubar por 10 minutos a temperatura ambiente). Em seguida, 
centrifugou-se a 12000g por 10 minutos e 4°C e retirou-se cuidadosamente o 
isopropanol. Foi adicionado 1mL de etanol 75 % para retirada do sal proveniente 
do Trizol e centrifugadas a 7000g por 5 minutos a 4°C . Todo o álcool foi retirado 
delicadamente e os tubos permaneceram abertos para secar totalmente 
(aproximadamente 10 minutos). O “pellet” de RNA foi diluído em água tratada 
com dietil-pirocarbonato (DEPC). 
 
4.2.2. QUANTIFICAÇÃO DO RNA 
 
O RNA foi quantificado por leitura espectrofotométrica no comprimento de 
onda de 260nm. Em todas as leituras foi observado se a absorbância obtida 
encaixava-se dentro da faixa de linearidade da técnica (entre 0,1 e 1). A 
quantificação foi realizada sempre em duplicata. O grau de pureza do RNA foi 
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determinado pela relação dos valores de leitura da absorbância a 260nm e 
280nm (valores próximos a 2,0±0,05 indicam alto grau de pureza). 
 
4.2.3. RT-PCR (“Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction”) 
 
Uma amostra de 3µg de cada RNA foi submetida a reação de transcrição 
reversa com primers randômicos. A cada tubo foram adicionados 3µg do RNA 
total, tampão DNAse 10x e DNAse (1U/µl). Após incubação de 25 minutos a 
25°C a DNAse foi inibida com EDTA (25mM), em seguida foram adicionados 
primers randômicos (146ng/µl) e os reagentes tampão RT 5x, DTT (100mM) e 
dNTP mix (10mM). A enzima transcriptase Reversa SuperScript III foi adicionada 
e as amostras foram incubadas. A reação foi realizada utilizando termociclador 
Multicycler PTC-0200 (Mj Research Inc, MA, USA). 
A expressão gênica foi então avaliada por PCR em tempo real utilizando o 
equipamento Rotor Gene 6000 (Corbett Research, Mortlake, Australia) e o “Sybr 
Green” (Invitrogen, CA, EUA) para quantificação fluométrica. A expressão do 
gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi determinada em paralelo 
como controle, pois sua expressão não é alterada pelos tratamentos.  
A intensidade de expressão de cada gene foi obtida pelos valores de CT 
(“Threshold cycle”) ou limiar do ciclo, o qual o aumento no sinal associado à fase 
exponencial de amplificação do produto de PCR começa a ser detectada. O 
valor do CT é o número de ciclos calculado no qual o produto do PCR atinge um 
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limiar de detecção. Trata-se do ciclo em a fluorescência detectada é 
estatisticamente diferente do efeito de fundo (“background”). O CT é 
inversamente proporcional ao log do números de cópias da amostra, de maneira 
que quanto maior a esxpressão de determinado gene na amostra, menos ciclos 
são necessários para o alcance do CT (Livak et al, 2001).  
Para a quantificação relativa dos produtos de amplificação, foi feita a 
análise de eficiência de amplificação dos genes alvos e do controle interno. Para 
isso foram curvas de amplificação com diluições seriadas do cDNA do 
hipocampo, em: 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512 e uma mostra branca, para 
cada um dos primers estudados.  A eficiência de cada primer foi realizada com o 
cálculo da inclinação da reta (“slope”) dos pontos de CT obtidos em relação a 
concentração de cDNA presente na amostra, calculadas de acordo com a 
fórmula: E= 10-1/a onde a, é o coeficiente angular da reta (Pfaffl MW, 2001) . As 
seqüências utilizadas estão descritas na tabela abaixo: 
 
PRIMER SEQUÊNCIA 
p47PHOX sense: CACCTTCATTCGCCACATCGC 
antisense: ACGCTGCCCATCATACCACCTG 
gp91PHOX sense:GAAGGGATTCAGGATGGAGGTG                      
antisense: CTTCACTGGCTGTACCAAAGGG 
Cu, Zn-SOD  sense: CCAGCGGATGAAGAGAGG 
antisense: CCAATCACACCACAAGCC 
CAT sense: ATTGCCGTCCGATTCTCC 
antisense: CCAGTTACCATCTTCAGTGTAG 
GPx  sense: GTTCGGACATCAGGAGAATGG 
antisense: GGGTTCGATGTCGATGGTGC 
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GAPDH sense: AACCCATCACCATCTTCCAGG 
antisense: ATACTCAGCACCAGCATCACCC 
 
TABELA 2: Sequência dos primers usados.  
 
4.3. ANÁLISE DA EXPRESSÃO PROTÉICA  
4.3.1. WESTERN BLOTTING 
 
Para avaliar conteúdo total das sub-unidades da enzima NAD(P)H 
oxidase, p47PHOX e gp91PHOX e das enzimas antioxidantes SOD e CAT, 
utilizamos o protocolo de “Extrato Total” como descrito a seguir respectivamente.  
Para a realização do protocolo de extrato total, 4 animais por grupo 
experimental foram decapitados sem uso de anestésicos e exsanguinados. Os 
hipocampos foram dissecados e isolados e armazenados no freezer -80˚C até a 
utilização. As amostras foram homogeneizados em tampão de extração (Tris-
Base 100mM, pH 7,5; EDTA 10mM; SDS 10%; pirofosfato de sódio 10 mM; 
fluoreto de sódio 100 mM, ortovanadato de sódio 10mM). Após o rompimento 
das células, as amostras foram fervidas por 10 minutos e centrifugadas (15000g 
por 20 minutos a 4°C), para a remoção de restos celulares insolúveis. O 
sobrenadante foi transferido para outro tubo e o precipitado foi desprezado. O 
sobrenadante foi mantido em gelo e a quantidade de proteína presente em cada 
amostra foi determinada através do método de Bradford padronizado em 1976, 
utilizando albumina bovina como padrão. Após a determinação do conteúdo 
protéico, em cada amostra de extrato total foi adicionado tampão Laemmli (azul 
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de bromofenol 0,1%; fosfato de sódio 1M, pH 7,0; glicerol 50%, SDS 10%) com 
ditiotreitol (DTT). A mistura foi fervida por 5 minutos.  
Após fervura, a mistura foi submetida à eletroforese em gel 10% de 
poliacrilamida (SDS-PAGE) no sistema MINI-PROTEIN BIO-RAD®. A 
transferência das proteínas, previamente separadas, foi realizada a partir de um 
“sanduíche” montado da seguinte maneira: esponja, 2 folhas de papel de filtro, 
gel, membrana de PVDF (“Immobilon polyvinylidine difluoride”,  Millipore, MA, 
USA), 2 folhas de papel de filtro e outra esponja. Este “sanduíche” foi então 
acomodado em uma cuba de eletroforese BIO-RAD®, contendo tampão de 
transferência (Tris-Base 25mM, glicina 192mM, metanol 20%, SDS 0,02%).  
A transferência foi realizada sob corrente de 200-400mA por cerca de 90 
minutos. A eficiência da transferência foi avaliada corando-se a membrana por 1-
2 minutos na presença do corante Ponceau. Posteriomente, os sítios da 
membrana de PVDF sem proteína foram previamente bloqueados com 
albumina.  
As membranas foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente, sob 
agitação, em solução bloqueio 5% de albumina em solução basal (Tris-Base 1M, 
NaCl 5M, 0,05% Tween 20).  
Os anticorpos utilizados foram: anti-p47PHOX  e anti-gp91PHOX (Upstate 
Millipore, MA, USA), anti-SOD, anti-catalase e anti-tubulina (Santa Cruz 
Biotecnology Inc, CA, USA).  As membranas foram incubadas overnight a 4°C, 
na presença dos diferentes anticorpos primários, previamente diluídos em 
solução basal com 3% de albumina. Após lavagem (3x de 10 minutos cada), sob 
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agitação, com solução basal, as membranas foram incubadas, a temperatura 
ambiente, com anticorpo secundário anti-IgG (GE Healthcare Life Sciences, 
Buckingham Shire, UK) marcados com peroxidase. Esses anticorpos foram 
diluídos segundo orientação do fabricante em solução 1% albumina bovina em 
solução basal por 1 hora. Para a revelação das membranas foi utilizado o kit de 
revelação por quimioluminescência ECL (GE Healthcare Life Sciences, 
Buckingham Shire, UK).   
As soluções 1 e 2 do kit foram previamente misturadas na proporção 1:1. 
As membranas foram, cuidadosamente, recobertas com a mistura e após 1 
minuto de reação, as membranas foram ensacadas e expostas ao filme de raio-
X (IBF - Indústria Brasileira de Filmes, SP, Brasil) por tempo variável. 
 
4.4. ANÁLISE DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA 
 
 Para a realização dos ensaios de atividade enzimática, 5 animais por 
grupo experimental foram decapitados, os hipocampos foram dissecados e 
isolados e armazenados no freezer -80˚C até a utilização. As amostras foram 
homogeneizadas em tampão fosfato 50mM (KH2PO4 50mM e K2HPO4 50mM 
1:1,5 (v/v)) pH 7,4. Após o rompimento das células, as amostras foram 
centrifugadas a 2500rpm por 10 minutos a 4°C para a remoção de restos 
celulares insolúveis. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e o 
precipitado foi desprezado. O sobrenadante foi mantido em gelo e a quantidade 
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de proteína presente em cada amostra foi determinada através do método de 
Bradford de 1976, utilizando albumina bovina como padrão. 
Os testes de atividade enzimática descritos a seguir também foram 
realizados no soro dos animais. Após a decapitação dos animais, o sangue do 
tronco foi colhido em tubo de ensaio e centrifugado a 2500rpm por 15 minutos 
para a obtenção do soro. 
 
4.4.1. SUPERÓXIDO DISMUTASE 
 
 Para a determinação da atividade da enzima SOD, foi utilizado o kit 
comercial RANDOX – RANSOD (Superóxido Dismutase), Randox Laboratories 
Ltd, UK. 
 Este método emprega xantina e xantina oxidase para gerar radicais 
superóxido que reagem com 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-cloreto de 
feniltetrazol para formar o composto vermelho de formazan. A atividade da 
superóxido dismutase é medida através do grau de inibição desta reação.  
 Primeiramente lê-se a absorbância inicial das amostras bem como do 
branco e da curva padrão. Posteriormente a essa primeira leitura adicionamos a 
xantina oxidase e lemos a reação por 3 minutos.  
 A leitura deve ser feita em espectofotômetro em 505nm a 37°C.  
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4.4.2. CATALASE 
 
Para a determinação da atividade da enzima CAT seguimos o método de 
Aebi de 1984. Este se baseia no acompanhamento da decomposição do H2O2, 
determinada por espectofotômetro em 420nm durante 5 minutos em cubetas de 
quartzo.  
O meio de reação foi composto de 890µl de tampão fosfato 50mM pH 7,4 
e 10µl de homogenado do hipocampo. A reação foi iniciada com a adição de 
100µl de H2O2 100mM.  
Para o soro utilizamos 880µl de tampão fosfato 50mM pH 7,4 e 20µl de 
soro. A reação foi iniciada com a adição de 100µl de H2O2 100mM.  
 
4.4.3. GLUTATIONA PEROXIDASE 
 
 Para a determinação da atividade da enzima GPx utilizamos o kit 
comercial RANDOX – RANSEL (Glutationa Peroxidase - GPx), Randox 
Laboratories Ltd, UK. 
 A GPx catalisa a oxidação da glutationa pelo hidroperóxido de cumeno. 
Na presença da glutationa redutase e NADPH, a glutationa oxidase é 
imediatamente convertida na forma reduzida como uma oxidação concomitante 
da NADPH a NADP+.   
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 Primeiramente lê-se a absorbância inicial das amostras bem como do 
branco. Posteriormente a essa primeira leitura adicionamos o hidroperóxido de 
cumeno e lemos a reação por 3 minutos. 
 A leitura deve ser feita em espectofotômetro com ultravioleta (UV) em 
cubetas de quartzo em 340nm a 37°C. 
 
4.4.4. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL  
 
Para a determinação da capacidade antioxidante total utilizamos o kit 
RANDOX – TAS (Total Antioxidant Status), Randox Laboratories Ltd, UK. 
A capacidade antioxidante é quantificada seguindo o princípio do teste 
onde o ABTS (2-2’- Azino-di-[3-ethylbenthiazoline sulphonate]) é incubado com 
peroxidase (metmyoglobin) e H2O2 para produzir o radical ABTS+. Este é 
relativamente estável na cor azul-verde. Os antioxidantes presentes na amostra 
promovem supressão nessa produção de cor a partir da reação anterior e essa 
queda de coloração é quantificada no teste. 
Primeiramente lê-se a absorbância inicial das amostras bem como do 
branco. Posteriormente a essa primeira leitura adicionamos o substrato e lemos 
a reação por 3 minutos. 
 A leitura deve ser feita em espectofotômetro com ultravioleta em cubetas 
de quartzo em 600nm a 37°C. 
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4.5. CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA (CLAE)  
4.5.1. MDA (Malondialdeido) 
 
A peroxidação lipídica envolve a oxidação de ácidos graxos 
poliinsaturados de membranas celulares gerando uma grande variedade de 
produtos aldeídicos onde podemos incluir MDA. Para demonstrar a ocorrência 
da peroxidação lipídica em sistemas biológicos, a produção de MDA tem se 
mostrado um importante indicador (Karatas et al, 2002).  
Para a realização da técnica de CLAE, 4 animais por grupo experimental 
foram utilizados. O MDA (C3H4O2) é o principal e mais estudado produto 
secundário de peroxidação lipídica. O MDA possui ação citotóxica e genotóxica, 
apresentando-se elevado nas patologias associadas ao estresse oxidativo. 
Deste modo sua quantificação é amplamente utilizada para a avaliação destes 
processos (Janero, 1990). A determinação deste composto foi realizada pela 
técnica de CLAE, que utiliza colunas fechadas contendo partículas muito finas 
que proporcionam separações eficientes sendo que são utilizadas altas pressões 
para forçar a passagem do solvente e assim diminuir o tempo da análise. Esta 
quantificação tem sido recomendada devido a alta especificidade e sensibilidade 
da técnica.  
Para a preparação das amostras adicionamos a uma alíquota de 50µl de 
soro, 250µl de HClO4 (0,1M) e 700µl de água bidestilada. Posteriormente as 
amostras devem ser centrifugadas a 4500g, 4˚C por 5 minutos a armazenadas 
no freezer -80˚C até o momento da utlização na coluna.  
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O sistema utilizado foi composto por uma coluna C18 (15cm x 4,6mm x 
3µm) com pré-coluna C18. A fase móvel foi constituída de KH2PO4 30mM e 
metanol na proporção 65:35 (v/v). O fluxo utilizado foi de 0,8ml/minuntos na 
temperatura de 24˚C e comprimento de onda da leitura de 254nm. O tempo de 
corrida foi de 5 minutos e a quantidade do loop da amostra é de 20µl.  
O padrão utilizado para a reação foi feito da seguinte maneira: 10µl de 
tetraetoxipropano foram diluídos em 10ml de HCl 0,1N. Esta solução foi fervida 
por 5 minutos e resfriada em gelo. Desta solução foi tomado 1 ml e diluído em 
100ml de H2O. Esta solução padrão apresenta concentração de 50µM de MDA. 
Baseado nessa solução padrão outras diluições foram feitas, sendo estabelecida 
uma curva padrão com as alturas dos picos e programados no software estes 
valores para o cálculo da concentrações amostras. O tempo de retenção do 
MDA foi de 3 minutos (Karatas et al, 2002).  
 
4.6. AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÂNION SUPERÓXIDO NO HIPOCAMPO 
 
A produção do superóxido (O2˙-) foi determinada utilizando o método de 
fluorescência com dihidroetideo. A Hidroetidina (EH) ou Dihidroetídeo (DHE) é 
uma sonda redox-sensível, extensamente usado para detectar a produção 
intracelular do O2˙- uma vez que ela é oxidada intracelularmente por radicais 
livres de oxigênio. A reação entre o superóxido e DHE resulta na formação de 
um produto oxidado, o brometo de etídio, que se liga ao DNA produzindo 
fluorescência.  
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Para a avaliação da produção de ânion superóxido, 5 animais por grupo 
experimental foram utilizados. Após a retirada do encéfalo, cortes de 200µm 
foram feitos em vibrátomo banhados pela solução ACSF (“Artificial Cerebrospinal 
Fluid” - Glicose 10mM, MgSO4.7H2O 1,25mM, KH2PO4 1,25mM, KCl 5mM, NaCl 
125mM, NaCO3 24mM, CaCl2.2H2O 2,5mM). Após a realização dos cortes, estes 
foram transferidos para lâminas apropriadas (“chamber slide system”) e 
incubados por 6 minutos com 500µl de ACSF adicionado com 100µM/L da sonda 
hidroetidina (Invitrogen Corporation, CA, USA).  
A produção da fluorescência foi visualizada em microscópio confocal 
Zeiss Axiovert 780 (excitação: 480nm e emissão: 570nm) e as imagens obtidas 
das regiões do complexo hipocampal CA1, CA3, giro dentado e hilo (aumento de 
10x) analisadas a partir da galeria formada pelo escaneamento de secções de 
5µm (“ZEN imaging software”). Para quantificação da fluorescência foi utilizado o 
programa especifico para análise “Image J” (Wayne Rasband National Institutes 
of Health, USA). Os dados forma expressos considerando a relação entre a 
fluorescência e a área do hipocampo analisada. 
Como controle interno do experimento, hipocampos de cada grupo 
experimental foram incubados previamente com 50U/mL de PEG-SOD 
(superóxido dismutase peguilada).  
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4.7. TAREFA VISUO-ESPACIAL  
4.7.1. LABIRINTO AQUÁTICO DE MORRIS – WATER MAZE 
 
 Para a realização do labirinto aquático de Morris, foram utilizados 13 
animais do grupo CV, 10 animais do grupo CO85, 15 animais do grupo CO510, 21 
animais do grupo EV, 17 animais do grupo EO85, 13 animais do grupo EO510. 
Após a realização deste teste comportamental, os animais foram eutanaziados 
para as análises bioquímicas supracitadas. O equipamento utilizado difere 
discretamente daquele originalmente descrito por Morris em 1982, mais 
especificamente nas dimensões do aparelho.  
 O sistema compreende uma piscina circular de dois metros de diâmetro, 
cinquenta centímetros de profundidade, de cor preta, onde num local pré-
definido há uma plataforma também preta de nove centímetros de diâmetro, 
submersa um centímetro abaixo do nível da água, de maneira que o animal não 
consegue visualizá-la. Este tanque é dividido em quatro quadrantes e oito pontos 
de largada, situados na borda do mesmo denominados: quadrante Nordeste, 
quadrante Sudeste, quadrante Sudoeste e quadrante Noroeste e largada Norte, 
largada Nordeste, largada Leste, largada Sudeste, largada Sul, largada 
Sudoeste, largada Oeste e largada Noroeste. 
 Uma câmara de vídeo no teto da sala é conectada à um computador por 
uma interface e os dados são enviados ao programa Etho Vision (Noldus, 
Holanda). A imagem é capturada pela câmera que transfere ao computador a 
informação do animal dentro do tanque em tempo real. A temperatura da água 
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deve ser mantida em 26 ± 1°C, por um aquecedor, para não interferir no 
desempenho dos animais, especialmente na velocidade de nado (Dos Santos, 
1999). 
 A piscina, assim como as “pistas” visuais distais oferecidas como pontos 
de referência para os animais, devem ser mantidas sempre na mesma posição 
dentro da sala. Essas “pistas” visuais distais vão desde janelas, portas e o 
computador, como também desenhos colocados propositalmente nas paredes 
da sala. O próprio experimentador pode ser utilizado pelo animal como uma 
dessas “pistas” visuais e, portanto, deve procurar manter-se no mesmo local 
durante todos os testes. A exclusão das pistas proximais (indicações diretas da 
localização da plataforma) e ênfase nas pistas distais, força o uso de estratégias 
de mapeamento espacial. Para formar um mapa espacial (ou mapa cognitivo), é 
fundamental que o animal conheça a relação angular entre as diferentes pistas 
dentro do ambiente e saber que essa relação se altera com o deslocamento. 
Considera-se que o desempenho preciso da tarefa depende da construção 
desse mapa alocêntrico. 
 Começa-se o teste colocando o animal gentilmente na água, com o 
focinho voltado para a borda da piscina. Por ser um nadador nato (Whishaw, 
1995), o rato imediatamente começa a nadar, explorando a piscina. Durante o 
teste, o animal, pode então, encontrar a plataforma e subir na mesma, ou não 
encontrar a plataforma. Na ocorrência dessa segunda possibilidade, o 
experimentador deve mostrar ao animal o local da plataforma, para tanto, utiliza 
sua mão para conduzi-lo até o local correto e aguarda alguns segundos para que 
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o animal se oriente através das “pistas” visuais distais. O ponto de partida do 
animal deve ser diferente em cada tentativa, mas equidistantes da plataforma. 
Essa estratégia evita que o animal se guie usando o eixo egocêntrico (por 
exemplo, realizando viradas a direita, a esquerda, seguindo reto ou retornando) 
e, consequentemente, força a aprendizagem sobre as relações espaciais que 
existem entre os objetos do ambiente e a utilização dessas relações para formar 
um mapa cognitivo. 
 No teste da memória de referência no labirinto aquático de Morris, a 
plataforma deve ser mantida sempre na mesma localização ao longo dos vários 
dias de treino. Os animais devem ser treinados até que as curvas de 
aprendizagem indiquem um nível assintótico de desempenho (Santos, 1999). 
Após o último dia de treino, é válida a realização do teste de avaliação da 
precisão da memória espacial (probe teste), que consiste em colocar o animal no 
labirinto por alguns minutos sem a plataforma.  
O número de sessões e tentativas determinado para este estudo foram 
duas tentativas por sessão ou dia, para cada animal com duração máxima de 2 
minutos para o animal achar a plataforma de chegada, e 5 minutos de intervalo 
entre cada tentativa. Os animais começaram o treino de 7 sessões (7 dias) 
consecutivos abrangendo 2 tentativas por sessão para o estudo da memória de 
referência dos animais após 60 dias de tratamento. As largadas utilizadas foram: 
Norte, Noroeste, Oeste e Sudoeste (figura 9). 
No primeiro probe teste, no qual retiramos a plataforma, foi realizado no 
dia seguinte após a última sessão de treino. Após 30 dias de intervalo (probe re-
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teste), os animais foram submetidos a um novo probe teste para a memória de 
referência. Em ambos os testes o ponto de largada foi Sudoeste de duração 
maxima de 2 minutos. 
 
 
 
FIGURA 9: Ilustração do desenho experimental da piscina. A) Desenho experimental durante os 7 dias de 
treino. B) Desenho experimental durante o probe teste (24 horas após os 7 dias de treino) e o probe re-teste 
(30 dias após os 7 dias de treino). 
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4.8. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 Todas as variáveis foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk para 
análise de normalidade, a fim de definir a utilização de teste paramétrico ou não-
paramétrico.   
 A análise estatística dos resultados foi realizada por análise de variância 
de duas vias (two-way ANOVA) e análise de variância de 2 vias com medidas 
repetidas. Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média e os 
dados que precisaram ser normalizados os fizemos pela correção Z escore. O 
nível de significância estabelecido foi de p<0.05. O pós-teste utilizado foi 
Bonferroni. 
 Todas as análises estatísticas foram realizadas no programa “PASW 
Statistics” (SPSS Statistics) versão 18.0.0 para Windows® (IBM Corporation, 
Armonk, NY, EUA) e no programa “GraphPad Prism” versão 5.0a para 
Macintosh® (GraphPad Software Inc, CA, EUA). Os gráficos foram realizados no 
programa “GraphPad Prism” versão 5.0a para Macintosh® (GraphPad Software 
Inc, CA, EUA). 
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5. RESULTADOS 
5.1. ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA 
5.1.1. SUB-UNIDADE p47PHOX DA ENZIMA NAD(P)H OXIDASE 
 
A expressão de RNAm da sub-unidade p47PHOX da enzima NAD(P)H 
oxidase não apresentou diferenças significantes entre os grupos (controle versus 
epilepsia, F(1;13)=0,0555; p=0,8174), tratamento (F(2;13)=0,0007; p=0,9993) e 
nem efeito da interação entre os fatores (grupo versus tratamento, 
F(2;13)=0,0365; p=0,9643), figura 10. 
 
Figura 10: Expressão de RNAm da sub-unidade p47PHOX da enzima NAD(P)H oxidase no 
hipocampo dos grupos experimentais CV, CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. As barras representam 
a média ± erro padrão obtidas da razão p47PHOX/GAPDH. 
 
5.1.2. SUB-UNIDADE gp91PHOX DA ENZIMA NAD(P)H OXIDASE 
 
 Assim como observado na expressão de RNAm da sub-unidade p47PHOX 
da enzima NAD(P)H oxidase, a expressão de RNAm da sub-unidade gp91PHOX 
também não diferiu significativamente entre os grupos (controle versus epilepsia, 
F(1;13)=0,3956; p=0,5412), tratamento (F(2;13)=0,4571; p=0,6437) e nem se 
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observou efeito da interação entre os fatores (grupo versus tratamento, 
F(2;13)=0,3096; p=0,7394), figura 11. 
 
 
Figura 11: Expressão de RNAm da sub-unidade gp91PHOX da enzima NAD(P)H oxidase no 
hipocampo dos grupos experimentais CV, CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. As barras representam 
a média ± erro padrão obtidas da razão gp91PHOX/GAPDH. 
 
5.1.3. SUPERÓXIDO DISMUTASE (SOD) 
 
A análise estatística da expressão de RNAm da enzima antioxidante SOD 
apresentou diferenças significantes entre os grupos (controle versus epilepsia, 
F(1;14)=25,24; p=0,0002) e também em relação ao tratamento (F(2;14)=6,0260; 
p=0,0129).  
A expressão de mRNA foi significativamente maior nos animais com 
epilepsia tratados com óleo de peixe na dose de 85mg/kg comparativamente 
àqueles  que receberam solução veículo (EO85 versus EV, p<0,01).  
Não foi observado efeito da interação entre os fatores (grupo versus 
tratamento, F(2;14)=3,5090; p=0,0582), figura 12. 
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Figura 12: Expressão de RNAm da enzima SOD no hipocampo dos grupos experimentais CV, 
CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. As barras representam a média ± erro padrão obtidas da razão 
SOD/GAPDH. *** p<0,0002. 
 
5.1.4. CATALASE (CAT) 
 
 Em relação à expressão de RNAm da enzima antioxidante CAT, a 
análise estatística não revelou diferenças significantes para os parâmetros 
grupos (controle versus epilepsia, F(1;13)=0,2552; p=0,6219), tratamento 
(F(2;13)=0,2519; p=0,7810) e nem efeito da interação entre os fatores (grupo 
versus tratamento, F(2;13)=0,2063; p=0,8162), figura 13. 
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Figura 13: Expressão de RNAm da enzima CAT no hipocampo dos grupos experimentais CV, 
CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. As barras representam a média ± erro padrão obtidas da razão 
catalase/GAPDH. 
 
5.1.5. GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx) 
  
Também não foram encontradas diferenças significantes na análise da 
expressão de RNAm da enzima antioxidante GPx entre os grupos (controle 
versus epilepsia, F(1;13)=0,2810; p=0,6066), tratamento (F(2;13)=0,9468; 
p=0,4174) e nem efeito da interação entre os fatores foi observado (grupo versus 
tratamento, F(2;13)=0,2553; p=0,7792), figura 14. 
 
Figura 14: Expressão de RNAm da enzima GPx no hipocampo dos grupos experimentais CV, 
CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. As barras representam a média ± erro padrão obtidas da razão 
GPx/GAPDH. 
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5.2. ANÁLISE DA EXPRESSÃO PROTÉICA 
5.2.1. SUB-UNIDADE p47PHOX DA ENZIMA NAD(P)H OXIDASE 
 
 A análise estatística da expressão protéica da sub-unidade p47PHOX da 
enzima NAD(P)H oxidase apresentou diferenças significantes entre os grupos 
(controle versus epilepsia, F(1;17)=12,19; p=0,0028) e também em relação ao 
tratamento (F(2;17)=6,5480; p=0,0078).  
A expressão protéica aumentou nos animais com epilepsia e reduziu 
significantemente somente nos animais com epilepsia tratados com a dose de 
510mg/kg de óleo de peixe (EO510 versus EV, p<0,05 e EO510 versus EO85, 
p<0,01).  
Entretanto não foi observado efeito da interação entre os fatores (grupo 
versus tratamento, F(2;17)=1,6680; p=0,2180), figura 15. 
 
FIGURA 15: Immunoblotting da sub-unidade p47PHOX da enzima NAD(P)H oxidase no hipocampo 
dos grupos experimentais CV, CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. A membrana de PVDF foi 
incubada com o anticorpo primário anti-p47PHOX e re-incubada com o anticorpo anti-tubulina. As 
barras representam a média ± erro padrão obtidas da razão anti-p47PHOX/tubulina. ** p<0,0028. ^ 
vs EV (p<0,05), Δ vs EO85 (p<0,01).  
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5.2.2. SUB-UNIDADE gp91PHOX DA ENZIMA NAD(P)H OXIDASE  
 
A análise da expressão protéica da sub-unidade gp91PHOX da enzima 
NAD(P)H oxidase apresentou diferenças significantes entre os grupos (controle 
versus epilepsia, F(1,18)=33,7100; p<0,0001) mas não em relação ao tratamento 
(F(2,18)=2,8400; p=0,0848). Efeito significante da interação entre os fatores 
(grupo versus tratamento, F(2;18)=5,0760; p=0,0179) também encontrado.  
Fica evidenciado que a expressão protéica da sub-unidade gp91PHOX da 
enzima NAD(P)H oxidase foi maior no grupo epilepsia comparativamente ao 
grupo controle. O efeito da interação revelou que o tratamento com óleo de peixe 
aumentou a expressão desta sub-unidade nos animais do grupo controle mas 
reduziu nos animais com epilepsia, figura 16. 
 
 
FIGURA 16: Immunoblotting da sub-unidade gp91PHOX da enzima NAD(P)H oxidase no 
hipocampo dos grupos experimentais CV, CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. A membrana de PVDF 
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foi incubada com o anticorpo primário anti-gp91PHOX e re-incubada com o anticorpo anti-tubulina. 
As barras representam a média ± erro padrão obtidas da razão anti-gp91PHOX/tubulina.  
 
5.2.3. SUPERÓXIDO DISMUTASE (SOD) 
 
 A análise da expressão protéica da enzima SOD não apresentou 
diferenças significantes entre os grupos (controle versus epilepsia, 
F(1;18)=0,2842; p=0,6005), tratamento (F(2;18)=0,5929; p=0,5632) e nem efeito 
da interação entre os fatores (grupo versus tratamento, F(2;18)=3,0680; 
p=0,0714), figura 17.  
 
FIGURA 17: Immunoblotting da enzima SOD no hipocampo dos grupos experimentais CV, CO85, 
CO510, EV, EO85 e EO510. A membrana de PVDF foi incubada com o anticorpo primário anti-SOD 
e re-incubada com o anticorpo anti-tubulina. As barras representam a média ± erro padrão 
obtidas da razão anti-SOD/tubulina.  
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5.2.4. CATALASE (CAT) 
 
Em relação à análise estatística da expressão protéica da enzima CAT, 
não foram observadas diferenças significantes entre os grupos (controle versus 
epilepsia, F(1;18)=3,1790; p=0,0914), tratamento (F(2;18)=2,3140; p=0,1276) e 
nem efeito da interação entre os fatores (grupo versus tratamento, 
F(2;18)=0,0209; p=0,9793), figura 18. 
 
 
FIGURA 18: Immunoblotting da enzima CAT no hipocampo dos grupos experimentais CV, CO85, 
CO510, EV, EO85 e EO510. A membrana de PVDF foi incubada com o anticorpo primário anti-
catalase e re-incubada com o anticorpo anti-tubulina. As barras representam a média ± erro 
padrão obtidas da razão anti-catalase/tubulina.  
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5.3. ANÁLISE DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA – NAD(P)H OXIDASE 
5.3.1. AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE SUPERÓXIDO NO HIPOCAMPO 
 
Utilizando o método de fluorescência com dihidroetideo avaliamos a 
produção indireta do ânion superóxido (O2•). A reação entre o superóxido e DHE 
resulta na formação de um produto oxidado, o brometo de etídio, que se liga ao 
DNA produzindo fluorescência. A produção da fluorescência foi analisada em 
microscópio confocal. 
 
5.3.1.1. CA1 
 
 Na região CA1 do hipocampo, a produção do ânion superóxido foi 
significantemente diferente entre os grupos (controle versus epilepsia, 
F(1;23)=15,7300; p=0,0006) e entre os tratamentos (F(2;23)=3,6810; p=0,0410); 
entretanto, não se observou efeito da interação entre os fatores (grupo versus 
tratamento, F(2;23)=2,1930; p=0,1344).  
A produção do ânion superóxido aumentou nos animais com epilepsia e 
reduziu nos animais com epilepsia que receberam tratamento com óleo de peixe 
em ambas as doses administradas (EO85 versus EV, p<0,01 e EO510 versus EV, 
p<0,05), figura 19. 
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FIGURA 19: Fluorescência com DHE na região CA1 do hipocampo dos grupos experimentais 
CV, CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. As barras representam a média ± erro padrão. *** p<0,0006. 
^ vs EV (p<0,05). 
 
5.3.1.2. CA3 
 
Também na região CA3 do hipocampo, verificamos diferenças 
significantes em relação aos grupos (controle versus epilepsia, F(1;21)=5,3750; 
p=0,0306) e também ao tratamento (F(2;21)=4,2120; p=0,0290).  
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A produção de ânion superóxido aumentou nos animais do grupo 
epilepsia e reduziu nos animais com epilepsia que receberam tratamento com 
óleo de peixe foi observada, em ambas as doses (EO85 versus EV e EO510 
versus EV; p<0,01).  
Não foi observado efeito da interação entre os fatores (grupo versus 
tratamento, F(2;21)=2,5100; p=0,1053), figura 20. 
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FIGURA 20: Fluorescência com DHE na região CA3 do hipocampo dos grupos experimentais 
CV, CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. As barras representam a média ± erro padrão. * p<0,0306. ^ 
vs EV (p<0,05). 
 
5.3.1.3. GIRO DENTADO 
 
Na análise da produção de ânion superóxido na região do giro dentado 
não verificamos diferenças significantes entre os grupos (controle versus 
epilepsia, F(1;24)=1,7460; p=0,1988), tratamento (F(2;24)=0,4791; p=0,6251) e 
nem efeito da interação entre os fatores (grupo versus tratamento, 
F(2;24)=0,3735; p=0,6923), figura 21. 
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FIGURA 21: Fluorescência com DHE na região do giro dentado do hipocampo dos grupos 
experimentais CV, CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. As barras representam a média ± erro padrão. 
 
5.3.1.4. HILO 
 
Assim como observado para a região do giro dentado, a produção de 
ânion superóxido no hilo hipocampal não diferiu significantemente entre os 
grupos (controle versus epilepsia, F(1;22)=3,3560; p=0,0805), tratamento 
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(F(2;22)=0,0200; p=0,9802) e nem efeito da interação entre os fatores (grupo 
versus tratamento, F(2;22)=0.1175; p=0,8897), figura 22. 
 
 
 
FIGURA 22: Fluorescência com DHE na região do hilo do hipocampo dos grupos experimentais 
CV, CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. As barras representam a média ± erro padrão. 
 
5.4. ANÁLISE DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA - ANTIOXIDANTES 
5.4.1. SUPERÓXIDO DISMUTASE (SOD) 
 
 A atividade enzimática foi realizada no hipocampo e no soro dos animais 
dos diferentes grupos experimentais, como mostrado nas figuras abaixo.  
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No hipocampo, a atividade da enzima antioxidante SOD diferiu 
significantemente entre os grupos (controle versus epilepsia, F(1;17)=48,7300; 
p<0,0001) mas não foi afetada pelo tratamento (F(2;17)=0,1537; p=0,8587). A 
atividade enzimática foi significantemente maior nos animais com epilepsia. 
Também não foi observado efeito da interação entre os fatores (grupo versus 
tratamento, F(2;17)=1,8570; p=0,1864), figura 23A.  
 A análise da atividade enzimática da SOD no soro apresentou diferenças 
significantes em todos os parâmetros analisados, diferindo em relação aos 
grupos (controle versus epilepsia, F(1;20)=28,4400; p<0,0001), ao tratamento 
(F(2;20)=8,7820; p=0,0018) e também observou-se efeito da interação entre os 
fatores (grupo versus tratamento, F(2;20)=10,2800; p=0,0009). 
 A interação entre os fatores revela que a atividade enzimática da SOD é 
modificada pelo tratamento com óleo de peixe na dependência da dose utilizada. 
Para os animais controles, a dose menor de óleo de peixe reduz a atividade da 
enzima, enquanto que a dose maior, a aumenta; já nos animais com epilepsia, 
ambas as doses aumentam a atividade enzimática da SOD, figura 23B. 
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FIGURA 23: Atividade enzimática da SOD no hipocampo (A) e no soro (B) dos grupos 
experimentais CV, CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. As barras representam a média ± erro padrão. 
*** p<0.0001.  
 
5.4.2. CATALASE (CAT) 
 
  A atividade enzimática da CAT no hipocampo diferiu significantemente 
em relação aos grupos (controle versus epilepsia, F(1;16)=41,1900; p<0,0001) e 
também em relação ao tratamento (F(2;16)=13,1400; p=0,0004).  
A atividade da enzima antioxidante CAT aumentou animais com epilepsia 
e foi potencializada pelo tratamento. Vale destacar que a dose de 85mg/kg de 
óleo de peixe mostrou um aumento da atividade desta enzima tanto nos animais 
controles (CO85 versus CV, p<0,01 e CO85 versus CO510, p<0,01) como nos 
animais com epilepsia (EO85 versus  EV, p<0,01).  
Não foi observado efeito da interação entre os fatores (grupo versus 
tratamento, F(2;16)=1,8120; p=0,1953), figura 24A. 
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 Na análise da atividade da enzima CAT no soro, não foram observadas 
diferenças significantes entre os grupos (controle versus epilepsia, 
F(1;20)=0,2095; p=0,6521), tratamento (F(2;20)=0,9861; p=0,3905) e nem efeito 
da interação entre os fatores (grupo versus tratamento, F(2;20)=2,0450; 
p=0,1556), figura 24B. 
 
 
FIGURA 24: Atividade enzimática da CAT no hipocampo (A) e no soro (B) dos grupos 
experimentais CV, CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. As barras representam a média ± erro padrão. 
*** p<0.0004. * vs CV, # vs CO85, ^ vs EV (p<0,01). 
 
5.4.3. GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx) 
 
 A atividade da enzima GPx analisada no hipocampo não apresentou 
diferenças significantes entre os grupos (controle versus epilepsia, 
F(1;22)=2,8280; p=0,1068), tratamento (F(2;22)=1,2190; p=0,3147) e nem efeito 
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da interação entre os fatores (grupo versus tratamento, F(2;22)=1.4310; 
p=0.2604), figura 25A. 
 No soro, a atividade desta enzima, apresentou diferenças significantes 
entre os grupos (controle versus epilepsia, F(1;21)=54,5700; p<0,0001) mas não 
em relação ao tratamento (F(2;21)=2,0950; p=0,1480).  
Foi observado também efeito da interação entre os fatores (grupo versus 
tratamento, F(2;21)=7,4740; p=0,0035) onde o tratamento com óleo de peixe, 
para ambas as doses, promoveu diminuição da atividade desta enzima nos 
animais controles porém nos animais com epilepsia o oposto pode ser 
observado, ou seja, a atividade aumentou, figura 25B. 
 
 
FIGURA 25: Atividade enzimática da GPx no hipocampo (A) e no soro (B) dos grupos 
experimentais CV, CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. As barras representam a média ± erro padrão.  
 
 
 
103 
 
5.4.4. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TAS) 
 
A análise do TAS leva em consideração o sistema de defesa antioxidante 
enzimático e não-enzimático do tecido e este teste também foi realizado no 
hipocampo e no soro dos animais. 
No hipocampo, foram observadas diferenças significantes entre os grupos 
(controle versus epilepsia, F(1;16)=9,6960; p=0,0067) e entre o tratamento 
(F(2;16)=11,3300; p=0,0009). Foi observado aumento do TAS nos animais com 
epilepsia e naqueles que receberam o tratamento com óleo de peixe, para 
ambas as doses, esse aumento foi potencializado (EO85 versus EV, p<0,01 e 
EO510 versus EV, p<0,01). Não foi observado efeito da interação entre os fatores 
(grupo versus tratamento, F(2;16)=2,8610; p=0,0866), figura 26A. 
No soro, não foram observadas diferenças significantes entre os grupos 
(controle versus epilepsia, F(1;17)=0,8462; p=0,3705), tratamento 
(F(2;17)=0,9725; p=0,3982) e nem efeito da interação entre os fatores (grupo 
versus tratamento, F(2;17)=0,4802; p=0,6268), figura 26B. 
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FIGURA 26: Capacidade antioxidante total (TAS) no hipocampo (A) e no soro (B) dos grupos 
experimentais CV, CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. As barras representam a média ± erro padrão. 
** p<0.0067. ^ vs EV (p<0,01). 
 
5.5. CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA (CLAE)  
5.5.1. MDA (Malondialdeido) 
 
A produção de MDA foi quantificada no soro por meio da utilização  da 
técnica de CLAE.  
Não foram observadas diferenças significantes entre os grupos (controle 
versus epilepsia, F(1;18)=1,4260; p=0,2479), tratamento (F(2;18)=1,7510; 
p=0,2018) e nem efeito da interação entre os fatores (grupo versus tratamento, 
F(2;18)=1,8570; p=0,1848), figura 27. 
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FIGURA 27: Quantificação de MDA no soro dos grupos experimentais CV, CO85, CO510, EV, 
EO85 e EO510. As barras representam a média ± erro padrão. 
 
5.6. LABIRINTO AQUÁTICO DE MORRIS (“WATER MAZE”) 
  
 Para a apresentação do teste de memória visuo-espacial pelo labirinto 
aquático de Morris, segue-se a seguinte organização respeitando a cronologia 
de obtenção dos resultados:  
1) desempenho (latência e velocidade de nado) dos animais ao longo dos 7 dias 
de treino;  
2) tempo em cada quadrante durante o probe teste (24 horas após os 7 dias de 
treino);  
3) tempo em cada quadrante durante o probe re-teste (30 dias após o probe 
teste). 
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5.6.1. TREINO – 7 DIAS 
 
 
 
FIGURA 28: Ilustração do desenho experimental da piscina usado durante os 7 dias de treino. Em 
destaque os quadrantes (Sudeste, Sudoeste, Noroeste e Nordeste) da piscina, as largadas 
(Sudoeste, Oeste, Noroeste e Norte) usadas durante os 7 dias de treino e a plataforma de 
chegada. 
 
5.6.1.1. LATÊNCIA PARA ENCONTRAR A PLATAFORMA 
 
 A latência para encontrar a plataforma ao longo dos 7 dias de treino foi 
analisada através da análise de variância com medidas repetidas. Esta revelou 
efeito significante entre os dias de treino (F(6;498)=60,9910; p<0,0001), entre os 
grupos (controle versus epilepsia, F(1;498)=247,6770; p<0,0001), entretanto, 
sem efeito do tratamento (F(2;498)=0,2730; p=0,7620). Foram observados 
também efeitos significantes das interações entre: dias de treino versus grupos 
(F(6;498)=14,5880; p<0,0001) e dias de treino versus tratamento (F(12;498)= 
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2,1170; p=0,0150). Não foram observados efeitos significantes das interações 
entre grupos versus tratamento (F(2;498)=4,6630; p=0,1200) e nem entre dias de 
treino versus grupos versus tratamento (F(12;498)=0,9730; p=0,4740). 
 Os efeitos significantes das interações revelam que nos animais do grupo 
controle, a latência reduziu gradualmente estabilizando a partir 40 dia de 
treinamento; nos animais com epilepsia que receberam solução veículo a 
latência permaneceu maior que a observada para os animais controles até o 70 
(CV versus EV, p<0,0001); e, nos animais com epilepsia que receberam o 
tratamento com óleo de peixe, entre o 60 e o 70 dia, a latência reduziu quando 
comparado aos animais com epilepsia que receberam solução veículo.  
 Nos animais com epilepsia administrados com ambas as doses do óleo de 
peixe a latência no 70 dia foi significantemente menor em comparação aos 
animais com epilepsia que receberam solução veículo (EO85 versus EV, p<0,024 
e EO510 versus EV, p<0,001), mas ainda se manteve muito superior a latência 
registrada nos animais controle (EO85 versus CV, p<0,0001 e  EO510 versus CV, 
p<0,0001),  figura 29. 
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FIGURA 29: Latência dos grupos experimentais CV, CO85, CO510, EV, EO85 e EO510. As barras 
representam a média ± erro padrão das 2 tentativas realizadas por dia (sessão).  
 
5.6.1.2. VELOCIDADE PERCORRIDA PARA ENCONTRAR A PLATAFORMA 
 
A velocidade média de nado dos animais ao longo dos 7 dias de treino foi 
analisada através da análise de variância com medidas repetidas. Esta revelou 
efeito significante entre os dias de treino (F(6;498)=9,9580; p<0,0001), entre os 
grupos (controle versus epilepsia, F(1;498)=21,3540; p<0,0001), entretanto, sem 
efeito do tratamento (F(2;498)=0,5700; p=0,9450). Foram observados também 
efeitos significantes das interações entre: dias de treino versus grupos 
(F(6;498)=9,4070; p<0,0001), dias de treino versus tratamento 
(F(12;498)=3,5690; p<0,0001), grupos versus tratamento (F(2;498)=3,4670; 
109 
 
p=0,0360) e dias de treino versus grupos versus tratamento (F(12;498)=2,5180; 
p=0,0030). 
Os efeitos significantes das interações revelaram que a velocidade 
reduziu gradualmente nos animais do grupo controle mas se manteve constante 
no decorrer dos dias nos animais com epilepsia. O tratamento com ambas as 
doses do óleo de peixe não afetou a velocidade de nado dos animais controles, 
mas o tratamento com a dose de 510 mg/kg de óleo de peixe reduziu a 
velocidade de nado dos animais com epilepsia, figura 30. 
 
  
 
FIGURA 30: Velocidade média de nado dos grupos experimentais CV, CO85, CO510, EV, EO85 e 
EO510. As barras representam a média ± erro padrão das 2 tentativas realizadas por dia (sessão).  
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5.6.2. PROBE TESTE 
 
 
 
FIGURA 31: Ilustração do desenho experimental da piscina usado durante o probe teste. Em 
destaque os quadrantes (Sudeste, Sudoeste, Noroeste e Nordeste) da piscina, a largada 
Sudoeste usada durante o teste, a circunferência de 9 centímetros de raio ao redor da plataforma 
de chegada e a plataforma de chegada. 
 
 O probe teste foi realizado 24 horas após a conclusão dos 7 dias de 
treino. Neste teste a plataforma de chegada foi retirada e analisou-se o tempo 
gasto pelos animais em cada quadrante (Sudoeste, Sudeste, Nordeste e 
Noroeste). 
 
5.6.2.1. TEMPO NOS QUADRANTES 
 
No quadrante Sudoeste diferenças significantes foram observadas entre 
os grupos (controle versus epilesia, F(1;83)=4,1620; p=0,0445) mas não em 
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relação ao tratamento (F(2;83)=1,1640; p=0,3172) e nem efeito da interação 
entre os fatores (grupos versus tratamento, F(2;83)=0,9381; p=0,3955), figura 
32A.  
No quadrante Sudeste diferenças significantes foram observadas entre os 
grupos (controle versus epilesia, F(1;83)=40,9000; p<0,0001) mas não em 
relação ao tratamento (F(2;83)=0,2720; p=0,7625) e nem efeito da interação 
entre os fatores (grupos versus tratamento, F(2;83)=0,2693; p=0,7646), figura 
32B.  
No quadrante Nordeste diferenças significantes também foram 
observadas entre os grupos (controle versus epilesia, F(1;83)=37,3800; 
p<0,0001) mas não em relação ao tratamento (F(2;83)=1,5690; p=0,2146) e nem 
efeito da interação entre os fatores (grupos versus tratamento, F(2;83)=0,5356; 
p=0,5874), figura 32C.  
No quadrante Noroeste não foram observadas diferenças significantes 
entre os grupos (controle versus epilesia, F(1;83)=0,9617; p=0,3296), tratamento 
(F(2;83)=2,2230; p=0,1147) e nem efeito da interação entre os fatores (grupo 
versus tratamento, F(2;83)=2,7450; p=0,0701), figura 32D. 
Pelo padrão de distribuição dos animais ao longo dos quadrantes durante 
o probe teste, podemos observar que os animais controles, independente do 
tratamento, tendem a ficar a maior parte do tempo no quandrante de largada 
(Sudoeste) e no quadrante onde antes se encontrava a plataforma de chegada 
(Sudeste). Já os animais com epilepsia passam a maior parte do tempo 
distribuídos no quadrante de largada (Sudoeste), no quadrante onde antes se 
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encontrava a plataforma de chegada (Sudeste) e no quadrante adjacente ao que 
onde antes se encontrava a plataforma de chegada (Nordeste). 
 
 
FIGURA 32: Tempo de permanência em cada quadrante (A) Sudoeste, B) Sudeste, C) Nordeste, 
D) Noroeste) durante o probe teste dos grupos experimentais CV, CO85, CO510, EV, EO85 e EO510 
. As barras representam a média ± erro padrão. *** p<0,0001. 
 
5.6.3. PROBE RE-TESTE 
 
O probe re-teste foi realizado 30 dias após o probe teste. Neste teste, 
assim como no probe teste, a plataforma de chegada também foi retirada.  
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Analisou-se através deste teste a retenção de memória de referência do 
animal. Vale ressaltar que no intervalo de 30 dias entre o probe teste e o probe 
re-teste, nenhum tipo de reforço desta tarefa foi realizado. 
 
5.6.3.1. TEMPO NOS QUADRANTES 
 
A análise do tempo gasto em cada quadrante (Sudoeste, Sudeste, 
Nordeste e Noroeste) pelos animais também foi realizada durante o probe re-
teste. 
No quadrante Sudoeste não foram observadas diferenças significantes 
entre os grupos (controle versus epilepsia, F(1;80)=2,3880; p=0,0983), 
tratamento (F(2;80)=0,7430; p=0.4790); e nem efeito da interação entre os 
fatores (grupos versus tratamento, F(2;80)=2,3880; p=0,0983), figura 33A.  
A análise do quadrante Sudeste mostra diferenças significantes entre os 
grupos (controle versus epilepsia, F(1;80)=9.3180; p=0.0031) mas não em 
relação ao tratamento (F(2;80)=1,0070; p=0,3699) e nem efeito da interação 
entre os fatores (grupos versus tratamento, F(2;80)=0,2970; p=0,7439), figura 
33B.  
No quadrante Nordeste também foram observadas diferenças entre os 
grupos (controle versus epilepsia, F(1;80)=11,8300; p=0,0009) mas não em 
relação ao tratamento (F(2;80)=1,1740; p=0,3143) e nem em efeito da interação 
entre os fatores (grupos versus tratamento, F(2;80)=0,3320; p=0,7185), figura 
33C.  
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Na análise do quadrante Noroeste não foram observadas diferenças 
significantes entre os grupos (controle versus epilepsia, F(1;80)=0,0284; 
p=0.8667), tratamento (F(2;80)=1.0730; p=0.3470) e nem efeito da interação 
entre os fatores (grupo versus tratamento, (F(2;80)=0.0498; p=0.9514), figura 
33D. 
O padrão de distribuição dos animais segue o mesmo observado no 
probe teste e não varia com o tratamento fornecido, ou seja, os animais 
controles tendem a ficar a maior parte do tempo no quadrante de largada 
(Sudoeste) e no quadrante onde antes se encontrava a plataforma de chegada 
(Sudeste); os animais com epilepsia passam a maior parte do tempo distribuídos 
no quadrante de largada (Sudoeste), no quadrante onde antes se encontrava a 
plataforma de chegada (Sudeste) e no quadrante adjacente ao que onde antes 
se encontrava a plataforma de chegada (Nordeste). 
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FIGURA 33: Tempo de permanência em cada quadrante (A) Sudoeste, B) Sudeste, C) Nordeste, 
D) Noroeste) durante o probe re-teste dos grupos experimentais CV, CO85, CO510, EV, EO85 e 
EO510 . As barras representam a média ± erro padrão. *** p<0,0001. 
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6. DISCUSSÃO 
6.1. PARÂMETROS DO ESTRESSE OXIDATIVO 
 
Por compartilhar muitas características clínicas e fisiopatológicas com a 
ELT em humanos e por sua facilidade técnica, o modelo experimental de 
epilepsia induzida por pilocarpina tem sido um dos modelos experimentais mais 
aceitos e usados nas pesquisas laboratoriais básicas atualmente.  
A administração sistêmica de pilocarpina desencadeia uma seqüência de 
alterações comportamentais e eletrencefalográficas que progressivamente 
evoluem para o SE. A indução de SE por pilocarpina leva à perda celular em 
diversas áreas do cérebro e não se restringe às primeiras horas ou dias após 
SE, uma vez que tende a envolver progressivamente outras regiões (Turski et al, 
1983). 
Os eventos celulares e moleculares responsáveis pela vulnerabilidade de 
neurônios hipocampais às crises induzidas pela pilocarpina ainda não são 
completamente esclarecidos. 
O evento da excitotoxicidade constitui uma característica importante 
desse modelo sendo conseqüência de excessiva liberação de glutamato. É 
sabido que o glutamato, quando em excesso, promove aumento sustentado de 
Ca2+ intracelular. Apesar de ser muito debatida na literatura a relação entre a 
excitotoxicidade e a geração de radicais livres, alguns estudos realizados tanto 
in vitro (Bonfoco, 1995) como in vivo (Bruce e Baudry, 1995; Ueda et al, 1997) 
sugerem uma correlação positiva entre o aumento de glutamato extracelular com 
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o aumento da geração de EROs (Cohen et al, 1987; Bruce e Baudry, 1995; Ueda 
et al, 1997; Candelario-Jalil et al, 2000).  
Por prejudicar as funções celulares, a produção desordenada de EROs 
pode promover reações que levariam a danos em proteínas, lípidos, 
carboidratos, e também nos ácidos nucléicos (Stadtman, 2001).  
A enzima NAD(P)H oxidase é uma importante fonte endógena de EROs. 
Sua ativação ocorre após estímulo, fosforilação e migração para a membrana de 
suas subunidades citosólicas, que efetuam a transferência de equivalentes 
redutores para o oxigênio, gerando anion superóxido (Babior, 1999; Lopes et al, 
1999a; Lopes et al, 1999b; Vignais, 2002). Em 2000, Tammariello e 
colaboradores realizaram a primeira descrição da presença da enzima NAD(P)H 
oxidase em células neuronais; posteriormente, hipocampo, córtex, amídala, 
estriado e tálamo, foram descritas como as regiões que mostraram marcada 
expressão de suas sub-unidades (Infanger et al, 2006).  
Evidências recentes tem apontado a NAD(P)H oxidase como a enzima 
responsável pela produção de EROs no modelo da pilocarpina culminando na 
morte neuronal. Em 2005, Patel e colaboradores, utilizando o modelo 
experimental com ácido caínico, mostraram uma translocação tempo-
dependente entre a progressão do SE com a migração das sub-unidades 
citossólicas da enzima NAD(P)H para a membrana dos neurônios hipocampais; 
tal evento coincidiu também com a ativação da microglia. Em 2010, Pestana e 
colaboradores, utilizando apocinina (inibidor farmacológico da enzima NAD(P)H 
oxidase), verificaram diminuição na geração de EROs e da neurodegeneração 
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nas regiões CA1, CA3, giro dentado e hilo do hipocampo e assim destacaram a 
participação desta enzima no processo de morte neuronal provocada pelo SE.  
Nossos resultados com o uso da sonda DHE, para detectar a produção 
intracelular de ânion superóxido vão de encontro com esses achados. Foi 
observado um aumento da produção de ânion superóxido no hipocampo dos 
animais com epilepsia nas regiões CA1 e CA3 que são conhecidamente áreas 
da formação hipocampal onde podem ser observada a mais extensa 
degeneração celular. Entretanto, não foram observadas diferenças nas regiões 
do giro dentado e do hilo. Essa é uma metodologia válida para avaliarmos a 
atividade da enzima NAD(P)H oxidase proposta pela primeira vez em 1984 por 
Gallop e colaboradores. Experimentos com o uso de inibidores farmacológicos 
(como a apocinina) ou com outros tipos de inibição da atividade da enzima 
NAD(P)H oxidase seriam complementares aos achados obtidos com essa 
metodologia.  
Investigamos também a expressão gênica e protéica das sub-unidades 
citossólica e de membrana desta enzima. Em relação à expressão gênica das 
sub-unidades p47PHOX e gp91PHOX, não foram encontradas alterações na 
expressão de mRNA nos animais com epilepsia quando comparados aos 
animais controles. Todavia, corroborando com a literatura e apontando, portanto, 
para uma alteração da expressão da enzima NAD(P)H oxidase na epilepsia na 
fase crônica do modelo da pilocarpina, foi observado aumento da expressão 
protéica de ambas as sub-unidades (p47PHOX e gp91PHOX) no hipocampo desses 
animais. Logo, associando esses achados em relação à expressão protéica com 
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os achados referentes a sua atividade enzimática avaliada com o uso da sonda 
DHE, podemos concluir que esta enzima pró-oxidante de fato está alterada na 
presença da condição epilepsia neste estudo.  
Na contrabalança temos o sistema de defesa antioxidante. Através da 
análise do TAS, que avaliou o sistema de defesa contra os radicais livres tanto 
enzimático como não-enzimático, encontramos aumento desse índice no 
hipocampo dos animais com epilepsia apontando para o fato da condição 
epilepsia possivelmente ter promovido alterações no sistema de defesa oxidante 
por exigir uma maior demanda de defesa quando comparado com os animais 
controles. 
Em 2001, Bellissimo e colaboradores analisaram a atividade enzimática 
da SOD e da GPx bem como a concentração de hidroperóxido (produto de 
peroxidação lipídica) no hipocampo de ratos submetidos ao modelo de 
pilocarpina durante os 3 períodos do modelo (SE (1 hora, 5 horas e 24 horas 
após o início do SE), período silencioso e período crônico). Foi observado uma 
diminuição da atividade da SOD e aumento dos níveis de hidroperóxidos nos 
grupos animais 24 horas após o início do SE e dos animais do grupo do período 
crônico.  
Em 2004, Freitas e colaboradores analisando animais 1 hora após o início 
do SE, observaram um aumento nos níveis de TBARS (“Thiobarbituric acid 
reactive substance”, bioproduto da peroxidação lipídica) e na formação de nitrito 
quando comparados com os animais do grupo controle. Em 2005 Freitas e 
colaboradores, observaram o aumento da geração de EROs no hipocampo 
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durante o SE induzido por pilocarpina através do aumento dos metabólitos 
nitrito, nitrato e, além disso, diminuição da atividade das enzimas 
decompositoras de EROs (SOD, CAT e GSH) 24 horas após a indução do SE. 
Já em 2009, Freitas analisou o período crônico do modelo experimental da 
pilocarpina mostrando aumento da peroxidação lipídica e aumento da atividade 
das enzimas SOD e CAT dos animais com epilepsia quando comparados com 
os animais controles. 
Nossos achados mostram alterações nas enzimas analisadas, sendo que 
dentre elas, a enzima SOD talvez desempenhe importante participação no 
mecanismo de combate a EROs, uma vez que esta foi a enzima que apresentou 
as maiores alterações no nosso modelo experimental. Na análise de sua 
expressão gênica, foi observado que a condição epilepsia promoveu aumento da 
expressão de mRNA. A expressão protéica desta enzima antioxidante 
permaneceu inalterada, mas na análise da atividade enzimática, a SOD dos 
animais com epilepsia estava mais ativa tanto no hipocampo como no soro. Em 
relação a enzima CAT, esta não apresentou alterações na expressão gênica 
nem na expressão protéica; entretanto na avaliação de sua atividade enzimática, 
esta apresentou um aumento de atividade no hipocampo dos animais com 
epilepsia. A enzima GPx, assim como a CAT, não apresentou alterações na sua 
expressão gênica mas sim aumento de sua atividade no soro também dos 
animais com epilepsia quando comparados aos animais controles.  
Fato surpreendentemente foi não verificamos diferenças na quantificação 
do MDA, uma vez que este sub-produto da peroxidação lipídica é comumente 
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encontrado alterado quando há efeitos do estresse oxidativo e conseqüente 
ação de EROs, inclusive em humanos (Karatas, 2002). Vale ressaltar que este 
metabólito foi dosado somente no soro. Como no soro há a presença de 
metabólitos de todos os demais tecidos (o que poderia contrabalancear 
alterações pontuais e assim, mascarar resultados de tecidos específicos), este 
achado pode não refletir as alterações que estariam acontecendo no sistema 
nervoso (mais precisamente no lobo temporal) e portanto, relacionadas à 
epilepsia.      
Podemos constatar, com embassamento dos nossos resultados, que as 
enzimas antioxidantes estão alteradas quando presente a condição epilepsia, 
apresentando alterações refletidas por um aumento principalmente da atividade 
enzimática. Este achado pode ser consequência de uma necessidade desses 
animais em combater as EROs, podendo também ser correlacionado com o 
aumento da produção de ânion superóxido encontrado no hipocampo dos 
animais com epilepsia. 
Alguns trabalhos também reforçam a ação e participação do sistema 
antioxidante pontuando os efeitos benéficos de tratamentos com diferentes 
agentes antioxidantes como, por exemplo, a vitamina E e a vitamina C. Barros e 
colaboradores (2007) demonstraram que o tratamento com vitamina E, antes do 
insulto inicial com pilocarpina, promoveu: redução da quantidade dos animais 
que evoluíram ao SE; aumento da latência para a ocorrência da primeira crise; e 
também diminuição da taxa de mortalidade desses animais. Nesse trabalho 
também foi constatado diminuição da atividade da enzima CAT nos animais 
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submetidos ao modelo da pilocarpina, sendo que o tratamento prévio com a 
vitamina E promoveu aumento da atividade desta enzima. O pré-tratamento com 
vitamina C também mostrou os mesmos resultados descritos anteriormente para 
o tratamento com vitamina E bem como redução da peroxidação lipídica, 
reportado por Santos e colaboradores (2008). 
O óleo de peixe constitui uma importante fonte de ácidos graxos 
poliinsaturados do tipo ω-3. Os efeitos anti-inflamatórios e imunomoduladores do 
ω-3 são bem elucidado na literatura (Calder, 1998; Chen et al, 2002; Gopez et al, 
2005; Chen e Bazan, 2005). Sabe-se também que o ω-3 é essencial para o 
sistema nervoso em desenvolvimento bem como para o aprendizado e para a 
memória (Salem et al, 2001; Hashimoto et al, 2002).  
Em relação à epilepsia dados prévios obtidos em nosso laboratório 
mostraram efeitos neuroprotetores (Ferrari et al, 2008) e neuroplásticos 
(Cysneiros et al, 2010) da suplementação à longo prazo com óleo de peixe. Em 
2000, Young e colaboradores descreveram diminuição da atividade epileptiforme 
em fatias hipocampais tratadas com DHA.  
O efeito da suplementação com óleo de peixe sobre o estresse oxidativo 
ainda é pouco debatido e permanece por ser elucidado. Poucos trabalhos 
reportam o efeito de uma suplementação com óleo de peixe/ω-3 sobre 
parâmetros do estresse oxidativo e, os resultados até então obtidos, são 
contraditórios. Alguns especulam que esse tipo de suplementação poderia 
antecipar ou agravar os efeitos deletérios dos radicais livres por aumentar, por 
exemplo, a peroxidação lipídica. Esta conclusão é baseada na premicia de que, 
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aumentando a quantidade de ácidos graxos poliinsaturados, também 
aumentaria, como conseqüência, a peroxidação lipídica, por estes serem 
extremamente susceptívies a tal reação (Eddy e Harman, 1977; Liu et al, 1997).  
Como os dados são inconclusivos (uma vez que a maioria desses 
estudos foram realizados in vitro) outra vertente de pesquisadores acreditam 
que, sob certas circunstâncias, essa suplementação poderia apresentar efeitos 
antioxidantes. Em 1999, Houssain e colaboradores suplementaram com DHA 
ratos hipercolesterolêmicos e observaram aumento da atividade da CAT e da 
GPx no cérebro, o que favoreceu uma proteção contra a peroxidação lipídica. 
Em outro trabalho realizado por Wu e colaboradores em 2004, animais 
submetidos a lesão cerebral traumática suplementados com ω-3 apresentaram 
redução do dano oxidativo constatado através da dimunuição do total de 
proteínas oxidadas presentes no hipocampo. Em 2012, Liu e colaboradores 
mostraram o efeito antioxidante promovido pela suplementação dietética com 
DHA utilizando o modelo experimental de epilepsia via administração da droga 
PTZ. Nesse trabalho foi possível observar redução nos níveis de NO no cérebro 
e no fígado, bem como aumento da atividade das enzimas antioxidantes SOD e 
CAT em ambos os tecidos. 
Nossos resultados apontam que a suplementação com óleo de peixe 
interfere positivamente na tentativa de combater o estresse oxidativo em alguns 
dos parâmetros analisados que se mostraram alterados nos animais com 
epilepsia.  
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Na análise da produção de ânion superóxido no hipocampo, por exemplo, 
foi observado que a suplementação com óleo de peixe nos animais com 
epilepsia, independente da dose utilizada, fez com que esta EROs, que estava 
aumentado nas regiões CA1 e CA3 nos animais com epilepsia que não 
receberam o tratamento, voltasse para os níveis apresentados pelos animais 
controles. O óleo de peixe nesse caso, mostrou-se eficaz no combate da 
produção desse tipo de radical livre nessas regiões hipocampais.    
Observamos também outros efeitos benéficos da suplementação com 
óleo de peixe sobre a enzima NAD(P)H oxidase. Alterações na expressão gênica 
das sub-unidades p47PHOX e gp91PHOX não foram encontradas, entretanto, a 
suplementação com óleo de peixe foi eficiente quando, analisada a expressão 
protéica da sub-unidade p47PHOX da enzima NAD(P)H oxidase, encontramos 
redução de expressão desta sub-unidade (que estava aumentada nos animais 
com epilepsia tratados com solução veículo) nos animais com epilepsia tratados 
com a dose de 510mg/kg de óleo de peixe. Em relação à sub-unidade gp91PHOX, 
foi observado efeito da interação entre os fatores condição epilepsia e 
suplementação com óleo de peixe, revelando que a suplementação foi eficaz na 
presença da condição pois promoveu redução da expressão protéica desta sub-
unidade, independente da dose de óleo de peixe fornecida ao animal. Tais 
resultados ressaltam que o tratamento com óleo de peixe foi eficaz quando 
promoveu redução da produção de ânion superóxido nas regiões hipocampais 
CA1 e CA3 bem como redução da expressão protéica das sub-unidades da 
enzima pró-oxidante NAD(P)H oxidase. 
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Também nas enzimas antioxidantes notamos o efeito benéfico da 
suplementação com óleo de peixe. Na análise do TAS no hipocampo também 
pudemos ver os efeitos da suplementação com óleo de peixe, já que o sistema 
de defesa foi potencializado progressivamente com a dose de óleo de peixe 
suplementada ao animal com epilepsia. 
A SOD teve sua demanda de expressão gênica potencializada ainda mais 
frente a suplementação com a dose de 85mg/kg, uma vez que esta já estava 
aumentada nos animais com epilepsia. Na análise da atividade enzimática, a 
suplementação com óleo de peixe também potencializou a atividade da SOD no 
soro apontando um efeito da interação entre a condição epilepsia com a 
suplementação com óleo de peixe, onde a suplementação promoveu um 
aumento da atividade desta enzima.        
Na enzima CAT os efeitos da suplementação são observados em sua 
atividade enzimatica no hipocampo; neste, a dose de 85mg/kg mas não a dose 
de 510mg/kg de óleo de peixe, promoveu um aumento de sua atividade tanto 
nos animais do grupo controle como nos animais com epilepsia. Este fato revela 
uma potencialização da atividade desta enzima com a dose de 85mg/kg de óleo 
de peixe. 
A GPx, assim como a enzima CAT, foi beneficiada pela suplementação 
com óleo de peixe quando analisamos sua atividade enzimática; no soro, foi 
observado um efeito da interação entre a condição epilepsia com a 
suplementação com óleo de peixe onde a suplementação promoveu um 
aumento de sua atividade nesta condição.  
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De acordo com os resultados encontrados nos parâmetros do estresse 
oxidativo propostos analisados e perante os efeitos da suplementação com óleo 
de peixe, notamos que o tratamento foi eficaz em reduzir a ação da enzima pró-
oxidante NAD(P)H oxidase e em potencializar a da ação das enzimas 
antioxidantes. A dose de 85mg/kg de óleo de peixe já mostra todos os efeitos 
positivos no combate de EROs observados, inclusive ao diminuir a produção de 
ânion superóxido. A dose de 510mg/kg de óleo de peixe foi mais eficaz somente 
em promover redução da expressão protéica da sub-unidade p47PHOX.  
 
6.2. PARÂMETROS COMPORTAMENTAIS 
 
Déficits cognitivos representam um sério problema para as pessoas 
acometidas pela ELT (Milner, 1972; Hermann et al, 1997). A origem desses 
déficits cognitivos ainda é desconhecida e alvo de debate, mas diversos fatores 
podem ser apontados como: medicação (Meador, 2006), número de crises 
apresentadas pelo paciente (Aldenkamp, 1997; Majak et al, 2004), entre outros. 
Prejuízo em diversos de tipos de memória tem sido exaustivamente reportados 
(Wieser, 2004; Saling, 2009). Adicionalmente, a presença de comorbidades 
como a depressão, o estresse e a ansiedade, sabidamente promovem 
exacerbação dos prejuízos cognitivos (Devinsky, 2003; Pineda et al, 2010).     
Achados comuns da ELT incluem o comprometimento das estruturas do 
lobo temporal, principalmente relacionadas a formação hipocampal sendo que a 
maioria dessas estruturas estão diretamente envolvidas em diferentes etapas do 
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processamento e modulação dos diversos tipos de memórias bem como a 
elaboração de um mapa cognitivo do ambiente e das experiências sensoriais 
dos animais (Canteras e Bittencourt, 2008).  
Alguns estudos reportaram graves prejuízos da memória espacial 
hipocampo-dependente em ratos submetidos ao modelo de epilepsia por 
pilocarpina utilizando o labirinto aquático de Morris (Niessen et al, 2005; Frisch et 
al, 2007) e em outras tarefas de memória espacial que dependem da integridade 
hipocampal (Detour et al, 2005; Chauviere et al, 2009).  
Em 2011 utilizando o modelo da pilocarpina associado com lítio, Inostroza 
e colaboradores mostraram que os animais com epilepsia apresentaram 
significativo prejuízo na aquisição e na retenção da memória espacial durante o 
teste do labirinto aquático de Morris, mas confrontando esses achados com 
outro modelo experimental de epilepsia, o modelo do ácido caínico, os mesmos 
resultados não foram encontrados. Assim, esses dados sugerem que a memória 
espacial hipocampo-dependente não necessariamente estaria afetada na ELT 
mas sim em associação com outras comorbidades como a ansiedade. 
Nossos resultados mostram que os animais com epilepsia pelo modelo 
experimental da pilocarpina apresentam significativo prejuízo na aquisição e na 
retenção da memória espacial hipocampo-depentente quando comparados com 
os animais do grupo controle. Em condições não patológicas, o tempo que o 
animal demora para encontrar a plataforma de chegada (denominado latência) 
diminui progressivamente ao longo dos dias de treino (Vorhees & Williams, 
2006). Assim, os animais controles, ao redor do segundo/terceiro dia de tarefa, 
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já encontraram a plataforma de chegada com facilidade, diminuindo a latência 
para execução da tarefa comportamental, enquanto que os animais com 
epilepsia, até o sétimo e último dia de treino, ainda apresentavam muita 
dificuldade em encontrá-la.  
Diferenças também foram notadas na análise da locomoção dos animais 
com epilepsia através do parâmetro velocidade de nado. Os animais com 
epilepsia nadam, ao longo dos 7 dias de treino, mais rapidamente quando 
comparados aos animais controles. Esse achado possivelmente refleta uma 
comorbidade associada à patologia epilepsia, entretanto outros testes 
comportamentais mais específicos necessitariam ser realizados para uma 
melhor conclusão.   
Também é nítido o prejuízo na retenção de memória desses animais uma 
vez que nos probes testes, onde retiramos a plataforma de chegada, o 
desempenho dos animais com epilepsia é muito aquém ao dos animais 
controles, tanto no probe realizado 24 horas após os 7 dias de treino como no 
probe realizado 30 dias após.  
A análise do tempo que os animais permanecem em cada um dos 
quadrantes experimentalmente delimitados na piscina, ilustra o prejuízo na 
aquisição e retenção de memória espacial desses animais. Foi observado que 
os animais controles tendem a permanecer a maior parte do tempo do teste, ou 
no quadrante onde a plataforma se encontrava (Sudeste), ou no quadrante de 
largada (Sudoeste); já os animais com epilepsia apresentam um padrão de 
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distribuição do tempo nos quadrantes difuso e desordenado, o que reflete 
prejuízo de orientação espacial e de sedimentação da memória.  
Considerando os benefícios da suplementação com óleo de peixe 
observados em dados prévios obtidos em nosso laboratório bem como os já 
descritos na literatura, seria plausível e esperado encontrarmos uma melhora 
funcional com essa suplementação no modelo experimental de epilepsia 
proposto.  
Os efeitos do uso de ω-3 sobre a memória são descritos na literatura em 
alguns trabalhos como o de Carrie e colaboradores (2002) e o de Chen e 
colaboradores (2006), mostrando que essa suplementação promove melhorias 
tanto no aprendizado como na memória.     
Em 2002, Carrie e colaboradores demonstraram em ratos idosos que a 
suplementação com DHA afeta o aprendizado, reparando o prejuízo de memória 
apresentado pelos animais idosos não suplementados. Em 2006, Chen e 
colaboradores investigaram o efeito da suplementação dietética com óleo de 
peixe em ratos jovens com crises recorrentes (modelo do PTZ no administrado 
no período neonatal) em vários parâmetros, incluindo análise comportamental 
através do teste do labirinto aquático de Morris. Foi observado melhora de 
desempenho dos animais suplementados com óleo de peixe, demonstrando 
assim os efeitos benéficos na função cognitiva dessa suplementação.   
No nosso trabalho a suplementação com óleo de peixe promoveu melhora 
em alguns aspectos dentro do teste comportamental avaliado. No último dia de 
treino foi observado que os animais com epilepsia suplementados com óleo de 
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peixe reduziram a latência para encontrar a plataforma de chegada, localizando-
a mais rapidamente que os animais com epilepsia que não receberam este 
tratamento (tratados com solução veículo). Melhora no desempenho no labirinto 
aquático de Morris pela suplementação com óleo de peixe já fora reportado por 
Wu e colaboradores que, em 2004, relataram melhora de desempenho nesta 
tarefa viso-espacial, sendo que o óleo de peixe protegeu contra o déficit de 
aprendizado apresentado pelos animais com traumatismo crânio-encefálico não 
suplementados. 
Como a lesão hipocampal é extremamente significativa nos animais 
submetidos ao modelo experimental de epilepsia por pilocarpina, acreditamos, 
frente aos resultados encontrados, que talvez se prolongassemos os dias de 
treino e/ou o número de sessões às quais os animais foram submetidos por dia, 
a aquisição e a retenção de memória pudessem ter sido evidenciadas nos 
animais suplementados com óleo de peixe nos probe testes, uma vez que a 
diminuição da latência para encontrar a plataforma de chegada nos dias de 
treino foi observada somente no último dia de treino (7˚ dia).  
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7. CONCLUSÃO 
 
 Podemos, com base nos resultados obtidos, concluir que parâmetros do 
estresse oxidativo aqui analisados estão de fato aumentados na patologia da 
epilepsia (dentro do modelo experimental proposto) e o tratamento proposto 
promoveu uma melhora nesse quadro.  
A enzima NAD(P)H oxidase desempenha um papel na produção de 
EROs, e a suplementação com óleo de peixe promoveu redução da sua 
atividade analisada através da produção de ânion superóxido.  
As enzimas antioxidantes apresentaram aumento de sua atividade 
enzimática nos animais com epilepsia e a suplementação com óleo de peixe 
potencializou ainda mais esse aumento, principalmente em relação à SOD.  
Melhoras funcionais também foram encontradas frente a suplementação 
com óleo de peixe nos animais com epilepsia, ficando evidenciado pelo teste do 
labirinto aquático de Morris, onde observamos uma melhora no desempenho dos 
animais com epilepsia que receberam o tratamento com óleo de peixe no 7° dia 
de treino. Entretanto essa melhora não se sustentou a ponto de promover 
retenção da memória.  
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ABSTRACT 
 
Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most common form of epilepsy in 
humans and highly refractory to pharmacological treatment. Evidence has 
pointed that neuronal lesions seen in epileptic seizures may be correlated with a 
free radicals overproduction (oxidative stress). Polyunsaturated fatty acids 
(PUFAs) are important for development, function and maintenance of central 
nervous system functions. Our laboratory data demonstrated that chronic fish oil 
supplementation in animals with epilepsy by pilocarpine model, immediately after 
Status epilepticus (SE) exhibited neuroprotective and neuroplastic effects. The 
main propose of this study was to evaluate if fish oil can also exhibits a protective 
effect against oxidative stress as beneficial effects on behavior aspects. Male 
rats were underwent to the experimental model by pilocarpine systemic 
administration (350 mg/kg, i.p) and 3 h after SE onset, were divided into the 
following groups treated for 90 days: animals with epilepsy that received vehicle 
(EV), 85mg/kg of fish oil (EO85) or 510mg/kg of fish oil (EO510) and control 
animals that received vehicle (CV), 85mg/kg of fish oil (CO85) or 510mg/kg of fish 
oil (CO510). After the treatment were analysed: gene expression in hippocampus 
of p47PHOX and gp91PHOX (subunits of NAD(P)H oxidase enzyme) and the 
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione 
peroxidase (GPx); protein expression in hippocampus of p47PHOX and gp91PHOX, 
SOD and  CAT; assessment in hippocampus of superoxide anion production; 
enzymatic activity in hippocampus and serum of SOD, CAT, GPx and the total 
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antioxidante system (TAS); measurement in serum of malondialdehyde (MDA); 
and viso-spatial memory evaluation (Morris water maze). Regarding the pro-
oxidant enzyme NAD(P)H oxidase, epilepsy animals showed higher protein 
expression of p47PHOX subunit which were reduced by 510mg/kg fish oil 
treatment; gp91PHOX subunit revealed interaction effect since treatment (both 
doses) associated with epilepsy condition, was effective in reducing its protein 
expression; and analyzing its enzymatic activity, animals with epilepsy showed 
increase on superoxide anion production in CA1 and CA3 hippocampal regions 
that was reduced by treatment (both doses). Antioxidant defense system analysis 
showed increase in hippocampal TAS of epileptic animals and treatment with fish 
oil (both doses) increased it. SOD showed mRNA increase in animals with 
epilepsy and this increase were potentiated in animals treated with 85mg/kg of 
fish oil. Epileptic animals also showed increase of this enzyme activity in 
hippocampus and in serum, interaction effect between fish oil treatment (both 
doses) associated with epilepsy condition revealed increase on its enzymatic 
activity. CAT showed increase in hippocampal enzymatic activity of epileptic rats 
and potentiation of this increase in animals treated with 85mg/kg of fish oil. For 
GPx it was found in serum of rats with epilepsy interaction effect where 
association between fish oil treatment (both doses) and epileptic condition, 
potentiated its enzimatic activity. On behavioral test fish oil supplementation (both 
doses) decreased the latency to find the arrival platform on the last training day, 
but this improvement was not sustained since there were no memory acquisition 
(probe test) or retention (probe re-test). 
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